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RÉSUMÉ 
L'arrestine-3 régule la production de PGD2 médiée par la L-PGDS 
par 
Karine Mathurin 
Service de Rhumatologie, Département de Médecine, Département de pharmacologie 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé 
en vue de l'obtention du grade de Maître es Sciences (M. Se.) en pharmacologie 
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Les prostaglandines (PGs) sont des médiateurs lipidiques impliqués dans une 
multitude de processus physiologiques, tels que le sommeil et l'équilibre osseux, mais 
également dans des phénomènes pathologiques comme l'inflammation chronique et le 
cancer. Les PGs sont produites à partir de l'acide arachidonique par l'action des 
cyclooxygénases (COXs) et des PGs synthetases. La régulation de ces dernières est très mal 
comprise par la communauté scientifique. La L-PGDS est la principale synthetase qui 
produit la PGD2, une PG impliquée entre autres dans la nociception, l'asthme, 
l'athérosclérose et les allergies. Un criblage par double hybride effectué avec l'arrestine-3 
(Arr3) a permis d'identifier la L-PGDS comme partenaire d'interaction. Les arrestines non 
visuelles sont connues pour leurs rôles dans la désensibilisation et l'endocytose des 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Cependant, au fil des ans, plusieurs 
partenaires d'interaction de ces protéines ont été identifiés et ont permis de leur découvrir 
de nouvelles fonctions. Nous en sommes donc venus à penser que ces protéines 
multifonctionnelles pourraient réguler la L-PGDS en interagissant avec celle-ci. 
L'interaction a été confirmée par des essais GST-Pulldown, et de co-immunoprécipitation, 
dans des systèmes transfecté et endogène dans la lignée ostéoblastique MG-63. La 
microscopie confocale suggère que la modulation de l'activité enzymatique de la L-PGDS 
semble modifier la localisation cellulaire des protéines Arr3 et L-PGDS. Des dosages de 
PGD2 indiquent que la présence d'Arr3 dans des essais de production de PGD2 in vitro 
augmente la production de PGD2, tandis que les fibroblastes embryonnaires de souris 
(MEFs) déficientes pour les arrestines produisent moins de PGD2 que les MEFs de type 
sauvage suite à une stimulation à la PGH2, ainsi qu'avec l'IL-lp. Cette diminution de 
production est renversée par la transfection d'arrestines. Un peptide comprenant la région 
en acides aminés 86 à 100 sur l'Arr3 est suffisant pour augmenter les niveaux de PGD2 
observés in vitro et in cellulo dans les MG-63. Dès lors, nos études identifient pour la 
première fois un partenaire d'interaction pour la L-PGDS, l'Arr3, qui régule la production 
de PGD2. De plus, un peptide comprenant la région d'interaction de l'Arr3 sur la L-PGDS 
est suffisant pour augmenter la production de PGD2. Cette nouvelle approche pourrait être 
utilisée afin de synthétiser des peptides mimétiques spécifiques à la PGD2 dans un 
traitement anti-inflammatoire alternatif aux inhibiteurs des COXs. 
Mots clés ; prostaglandines, L-PGDS, arrestines, inflammation, interaction 
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INTRODUCTION 
1.1 Les prostaglandines 
Les prostaglandines sont des médiateurs lipidiques synthétisés à partir d'un seul et 
même précurseur, l'acide arachidonique (AA), un acide gras polyinsaturé de 20 carbones. 
Ces médiateurs font partie de la famille des eicosanoïdes, « eikosi » étant un mot grec 
représentant le nombre vingt. Les eicosanoïdes comprennent les prostanoïdes et les 
leucotriènes. Les prostanoïdes englobent le thromboxane, la prostacycline et les 
prostaglandines (PGD2, PGE2, PGF2) tandis que les leucotriènes regroupent quatre 
membres (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4). Les leucotriènes sont des médiateurs 
inflammatoires et sont impliqués particulièrement dans l'asthme, notamment dans 
l'inflammation des voies respiratoires, la sécrétion de mucus et la bronchoconstriction qui 
caractérisent cette pathologie. D'autres rôles inflammatoires leur sont également attribués, 
notamment le recrutement de neutrophiles, la production de cytokines et la prolifération des 
mastocytes. Les prostanoïdes quant à eux sont impliqués dans de nombreux processus 
autant physiologiques que pathologiques qui seront discutés plus en détails dans ce 
mémoire. (BOYCE, 2008; FUNK, 2001; MEHROTRA et HENDERSON, 2009) 
1.1.1. La biosynthèse des prostaglandines 
Les prostaglandines sont synthétisées suite à une stimulation mécanique, par 
expression de cytokines, de facteurs de croissance ou autres stimuli [Figure 1]. Les 
phospholipases A2 (PLA2) transloquent alors à la membrane du reticulum endoplasmique 
(RE), de l'appareil de Golgi ou du noyau ou encore agissent directement sur la membrane 
cellulaire et hydrolysent les glycérophospholipides membranaires pour former 
principalement de l'AA (EVANS et al, 2001). D'autres produits secondaires sont obtenus 
de cette hydrolyse, les lysophospholipides, qui sont des précurseurs du « platelet-activating 
11 
factor » (PAF) et de l'acide lysophosphatidique (LPA). Ceux-ci jouent des rôles variés dans 
le système immunitaire et cardiovasculaire en régulant notamment l'expression de certains 
gènes et la mort cellulaire (GOETZL et AN, 1998; ISHII et SHIMIZU, 2000). 
L'AA ainsi obtenu de cette hydrolyse est le substrat pour les PGHS (« prostaglandin 
H synthases »), aussi appelées cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1 et COX-2). Les COXs 
convertissent l'AA tout d'abord en PGG2 (prostaglandine G2) par leur activité 
cyclooxygénase. PGG2 est un metabolite instable et est alors transformé en PGH2 
(prostaglandine H2) par ces mêmes enzymes, à l'aide de leur activité peroxydase (SMITH 
et al, 2000). 
La PGH2 sert alors de substrat pour toutes les prostaglandines synthetases, qui, avec 
leur activité isomérase, vont produire les prostaglandines I2 (prostacycline), D2, E2, F2a et le 
thromboxane (TxA2). Chaque prostaglandine possède au moins une prostaglandine 
synthetase qui lui est spécifique. Ces prostaglandines exercent divers processus biologiques 
via une liaison à des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) (FUNK, 2001 et SIGAL, 
1991). 
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Figure 1 : La cascade de synthèse des prostaglandines 
La libération de l'AA par l'action des phospholipases A2 membranaires, résultant en une 
libération d'AA et la transformation de cette dernière en PGH2 par les cyclooxygénases 1 et 
2 constituent les étapes limitantes de la synthèse des prostaglandines. Les différentes 
prostaglandines, produites à l'aide de leurs prostaglandines synthetases respectives, leurs 
récepteurs et leurs différents effets pathophysiologiques y sont également représentés. Tirée 
de DEY et al., 2006. 
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1.1.2 Les phospholipases A2 
La synthèse de tous les eicosanoïdes requiert la libération de l'AA des 
phospholipides membranaires. Cette action est effectuée par les PLA2, qui hydrolysent le 
lien ester entre l'acide gras et le carbone 2 du glycerol. À ce jour, 15 groupes de PLA2 ont 
été identifiés et ont été classés en familles, selon leurs propriétés biochimiques. Il existe 
quatre familles : sPLA2 (secreted PLA2), cPLA2 (cytosolic PLA2), iPLA2 (calcium-
indépendant PLA2) et PAH-AH (platelet-activating factor acetyl hydrolases). Les groupes 
inclus dans ces familles ainsi que leurs caractéristiques sont résumés dans le Tableau 1 ci-
dessous [Tableau 1]. Les familles sPLA2 et cPLA2 sont celles qui sont responsables de la 
relâche de la majorité de l'AA servant à produire les prostaglandines. Ces dernières seront 
explorées de façon plus détaillée plus bas. 
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Famille 
sPLA2 
cPLA2 
iPLA2 
PAF-AH 
Groupes inclus 
I-III, V, IX-XIV 
IV 
VI 
VII, VIII 
Dépendant du calcium 
Oui 
Oui 
Non 
Non 
Localisation cellulaire 
Extracellulaire 
Intracellulaire 
Intracellulaire 
Extra et intracellulaire 
Tableau 1. Les familles des phospholipases A2 
Adapté de BALSINDE et al., 2006. 
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La famille d'enzymes SPLA2 compte le plus de membres et est dépendante du 
calcium. D'ailleurs, le calcium est responsable de la régulation de la catalyse de l'enzyme 
par son domaine catalytique, possédant le site actif His/Asp, qui va séquestrer le calcium 
(KUDO et MURAKAMI, 2002). Certaines sPLA2, telles sPLA2-IIA, II-D et V sont très 
chargées positivement et se lient fortement à des héparanoïdes, comme l'héparine et le 
sulfate d'héparane, qui sont chargés négativement. Comme la surface cellulaire est 
habituellement riche en HSPGs (heparan sulfate proteoglycans), certaines portions de ces 
SPLA2 sont liées à la membrane, alors que les autres SPLA2 sont sécrétées dans le milieu 
extracellulaire (SUGA et al., 1993; MURAKAMI et al., 1999). D'ailleurs ces 
caractéristiques électrostatiques influencent la façon dont les SPLA2 vont libérer l'AA des 
membranes cellulaires [Figure 2]. Les SPLA2 sont exprimées dans une grande variété de 
tissus comme ceux de la rate, du foie, du thymus et dans certains types de cellules 
immunitaires telles les neutrophiles, les macrophages, les mastocytes et les plaquettes. Elles 
peuvent être régulées à la hausse lorsque stimulées avec des facteurs pro-inflammatoires 
comme le TNF-a (tumor necrosis factor a), l'IL-1 (interleukine-1), l'IL-6 et le LPS 
(lipopolysaccharride). La plupart des SPLA2 sont sécrétées et agissent sur une courte 
distance, de façon autocrine ou paracrine (KUDO et MURAKAMI, 2002). 
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Figure 2 : Mécanismes de relâche d'AA par les SPLA2 
Les SPLA2 induisent la libération d'AA (AA) via deux voies distinctes. Dans la libération 
qui se fait au moyen d'une navette de sulfate d'héparane, les sPLA2 chargées positivement 
sont liées à la membrane grâce à une ancre GPI (glycosyl-phosphatidylinositol), composée 
de HSPGs qui sont chargés négativement. Ces enzymes se retrouvent dans des caveolae, 
sont internalisées et relâchent l'AA à partir des microdomaines perturbés dans ces caveolae 
ou aux membranes intracellulaires. Dans le cas où les sPLA2 ne sont pas liées aux 
membranes et n'ont pas d'affinité pour les HSPGs, elles vont agir sur le feuillet externe de 
la membrane plasmique, c'est-à-dire qu'elles vont relâcher l'AA à partir de ces membranes. 
L'AA diffusera alors dans la cellule vers les membranes intracellulaires du RE et 
périnucléaire, où sont situées les COXs. Tirée de KUDO et MURAKAMI, 2002. 
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La famille cPLA2 est composée de trois protéines cytoplasmiques : CPLA201, P et y. 
Ces enzymes utilisent la triade Ser/His/Asp comme site catalytique. Les isoformes a et P 
possèdent un domaine C2 qui est responsable de la liaison au calcium. Cependant, 
contrairement aux SPLA2 qui ont besoin du calcium pour la catalyse de l'enzyme, les 
CPLA2 l'utilisent pour leur translocation aux membranes intracellulaires. De plus, 
l'isoforme a doit être phosphorylée par les MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) 
pour être activée. Un mécanisme d'action de la cPLA2a dépendant du calcium et de la 
phosphorylation par les MAPKs est d'ailleurs représenté à la Figure 3 [Figure 3]. 
L'expression des CPLA2 est ubiquiste et constitutive, sauf dans les lymphocytes B et T 
matures. Tout comme les SPLA2, les CPLA2 peuvent être inductibles en condition 
inflammatoire. 
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Figure 3 : Mécanisme d'action de la cPLA2a dépendant du calcium 
La stimulation d'un récepteur membranaire mène à l'activation de la phospholipase C. 
Celle-ci produit du PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) et du DAG 
(diacylglycérol), ce qui va éventuellement mener à une élévation de calcium 
cytoplasmique. Suite à celle-ci, la CPLA201 transloque du cytosol à membrane du RE ou 
périnucléaire et libère de l'AA pour la production de prostaglandines (COXs) ou de 
leucotriènes (5-LO). La liaison du ligand à son récepteur active également les MAPKs 
ERK (Extracellular signal-regulated kinases), JNK (c-Jun N terminal kinase), p38 et les 
MAPKAP kinases (MAPK-activated protein kinases), qui phosphorylent la cPLA2a sur les 
résidus Ser-505 et 727 respectivement. Ces deux phosphorylations sont requises pour 
l'activation complète de l'enzyme. cPLA20t est également phosphorylée sur le résidu Ser-
515 par la calmoduline kinase II (CAMKII) pour son activation qui est dépendante du 
calcium. Tirée de KUDO et MURAKAMI, 2002. 
19 
1.1.3 Les cyclooxygénases 
Les COXs sont représentées par deux isoformes majeurs, COX-1, une protéine de 
576 acides aminés et COX-2, 587 acides aminés. Il y a de 60 à 65% d'homologie entre les 
deux isoformes et de 85 à 90% d'homologie entre les différentes espèces. La plus grande 
différence de séquence observée entre les deux isoformes se situe dans le domaine de 
liaison à la membrane (SPENCER et al, 1999). Il existe également COX-3, qui est un 
variant issu de l'épissage alternatif de COX-1. Les COXs sont des protéines globulaires 
membranaires et doivent former des homodimères pour être catalytiquement actives. 
Chaque monomère est composé de trois domaines structuraux [Figure 4] : un domaine EGF 
(epidermal growth factor) et un domaine MBD (membrane-binding domain), situés en N-
terminal, un large domaine globulaire catalytique, situé en C-terminal. De plus, les COXs 
possèdent un hème, responsable de l'activité péroxydase des enzymes. Celles-ci sont 
également N-glycosylées : COX-1 possède trois sites tandis que la COX-2 est glycosylée 
de façon variable sur 2 à 4 sites (PICOT et al, 1994; SMITH et al, 2000). Les quatre 
derniers résidus des COXs (PTEL pour COX-1 et STEL pour COX-2) suggèrent un signal 
de rétention au RE (SONG et SMITH, 1996). Les COXs sont localisées toutes deux dans le 
RE et dans la membrane nucléaire. Cependant, COX-1 est distribuée de façon égale dans 
les deux organelles, tandis que COX-2 est deux fois plus concentrée dans la membrane 
nucléaire que dans le RE (MORITA et ai, 1995). 
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Figure 4 : Représentation structurelle de COX-1 
Diagramme montrant la structure dimérique en ruban de COX-1. Le domaine catalytique 
est représenté sur chaque monomère en bleu, le domaine EGF en vert, le domaine MBD en 
orange et Thème en rouge. La COX-1 lie l'AA, représenté en jaune, dans sa pochette 
catalytique hydrophobe. Tirée de GARAVITO et al, 2002. 
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Les COXs effectuent deux étapes importantes de la synthèse des prostaglandines. 
Tout d'abord, l'AA ainsi que deux molécules d'oxygène (02) sont convertis en PGG2, par 
l'action cyclooxygénase des COXs. Ensuite, la PGG2 est réduite en PGH2 à l'aide de deux 
électrons et de la réaction péroxydase des COXs [Figure 5]. La réaction cyclooxygénase se 
produit dans le cœur hydrophobe de l'enzyme et dépend du peroxyde (SMITH et LANDS, 
1972) tandis que la réaction péroxydase a lieu à la surface de la protéine, près de Thème et 
peut se faire indépendamment de la réaction cyclooxygénase (MIZUNO et al, 1982, 
KOSHKIN et DUNFORD, 1999). 
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Figure 5 : Réactions enzymatiques effectuées par les COXs 
Le radical tyrosyl 385 de COX-1 (Tyr-371 sur COX-2) enlève un hydrogène du Cl3, ce qui 
fait migrer le radical libre sur Cil de l'AA. Un attaque d'oxygène moléculaire se produit 
de l'autre côté de l'enlèvement de l'hydrogène, sur le Ci l . Le radical péroxy (Cll-O-O) 
attaque ensuite le C9 et forme ainsi un pont endopéroxyde C11-C9. Cette étape rapproche 
les carbones 8 et 12 ce qui permet de former le cyclopentane. Le Cl3 possède maintenant 
un radical libre qui sera replacé par la migration de la double liaison Cl4-15 en liaison C-
13-14, préparant le C15 pour l'addition de la seconde molécule d'02 . Le radical libre créé 
sur TO2 va reprendre sa place sur la Tyr 385 en échange d'un hydrogène, formant la PGG2. 
Ensuite, la PGG2 diffuse vers Thème et est réduit en PGH2 grâce à l'activité péroxydase des 
COXs. Adaptée de SMITHS al, 2000 
23 
L'expression de COX-1 est constitutive dans la majorité des tissus, malgré que 
certains stimuli puissent augmenter son expression génique. Par exemple, TIL-ip dans les 
fibroblastes (DIAZ et al, 1998), le VEGF (vascular-endothelial growth factor) (BRYANT 
et al, 1998) et Testrogène (GIBSON et al, 2005) dans les cellules endothelials 
vasculaires peuvent stimuler l'expression de COX-1. Trois sites de liaison Spl (specificity 
protein 1) et un site AP-1 (activator protein-1) sont présents en cis du promoteur de COX-1, 
Ptgsl et sont requis pour l'induction de celui-ci en présence de stimuli tels que le phorbol 
myristate acétate (PMA) (UEDA et al, 1997) et Testradiol (GIBSON et al, 2005). 
Cependant, très peu d'information concernant la régulation transcriptionnelle de COX-1 est 
disponible (KANG et al, 2007). Quant à l'expression de COX-2, elle est pratiquement 
absente en condition basale mais inductible dans plusieurs conditions. D'ailleurs, plusieurs 
éléments régulateurs sont présents en cis de son promoteur, notamment deux sites NF-KB 
(nuclear factor-kappa B) et CRE (cAMP response element). De nombreux stimuli 
engendrent son expression. Par exemple, T IL- ip induit l'expression de COX-2 dans des 
fibroblastes (DENG et al, 2002), des cellules endothelials (HIRAI et al, 1997), des 
cellules du muscle lisse (BRADBURY et al, 2000), des ostéoblastes (WADLEIGH et 
HERSCHMAN, 1999), des monocytes (INOUE et al, 1994) et des macrophages (JANG et 
al., 2004). Ces stimuli, de nature principalement inflammatoire, mènent à l'activation de 
plusieurs voies cellulaires dont les MAPKs (mitogen-activated protein kinases) et la PKC 
(protein kinase C) [Figure 6] (KANG et al, 2007). 
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Figure 6 : Les voies de signalisation impliquées dans l'induction de COX-2 
La figure illustre les nombreuses voies de signalisation menant à la régulation 
transcriptionnelle de l'expression de COX-2 (gène Ptgs2). Il est à noter que la plupart de 
ces voies découlent d'un stimulus inflammatoire et que celles-ci mènent rarement à une 
activation de façon individuelle. C'est plutôt une combinaison de voies qui activent la 
transcription de COX-2. Tirée de KANG et al, 2007. 
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Afin de terminer la production de prostaglandins, les COXs sont dégradées, mais 
de façon différentielle. Alors que la dégradation de COX-1 est lente, voire indétectable, 
COX-2 est éliminée avec une demi-vie variant de 2 à 7h (DeWITT et MEADE, 1993; 
PERKINS et KNISS, 1997). La différence de stabilité entre les deux COXs s'explique par 
un élément d'instabilité de 27 acides aminés (27-IE) qui est présent près de l'extrémité C-
terminale de COX-2, mais qui est absente chez COX-1 (MBONYE et al, 2006). Il n'y a 
pas de publication connue en ce qui concerne le mécanisme de dégradation de COX-1 
tandis que celui de COX-2 passe par un transport rétrograde du RE au cytoplasme via le 
système de dégradation ERAD (ER-associated degradation), puis par une ubiquitination qui 
va diriger l'enzyme vers le protéasome (MBONYE et al, 2006; ROCKWELL et ai, 2000). 
Il est logique de penser que la dégradation de COX-2 est plus rapide afin de limiter ses 
niveaux, étant donné que cette enzyme est inductible en condition inflammatoire. De plus, 
une grande quantité de COX-2 a été associée in vivo à plusieurs maladies, notamment le 
cancer du côlon (KARGMAN et a/., 1995; SHAO et ai, 1999). 
1.1.4 Les prostaglandins synthetases 
Les prostaglandines synthetases (PGS) catalysent l'isomérisation de l'endopéroxyde 
PGH2, qui est le substrat de toutes les PGS, en une prostaglandine spécifique. Il est 
important de rappeler que chaque prostaglandine possède au moins une PGS qui lui est 
spécifique. Chaque PGS a un patron d'expression et des caractéristiques biochimiques qui 
la caractérisent. 
Il existe trois prostaglandine E synthetases (PGES): cPGES (cytosolic PGES), 
mPGES-1 (membrane-bound ou microsomal PGES-1) et mPGES-2 (membrane-bound ou 
microsomal PGES-2). Les trois PGES appartiennent à la superfamille de la glutathion S 
transferase (GST) et ont besoin du glutathion (GSH) comme co-facteur de leur réaction 
enzymatique. Tout d'abord, la cPGES est une protéine cytosolique qui est identique à p23, 
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une co-chaperone de Hsp90 (heat shock protein 90). Elle est exprimée de façon constitutive 
et ubiquiste et semble résistante aux stimuli pro-inflammatoires. De plus, il a été démontré 
dans la majorité des tissus que la PGE2 était produite de façon basale suite à l'action de 
cPGES et que cette dernière était couplée à COX-1 (TANIOKA et al, 2000). La cPGES est 
donc responsable de la production de PGE2 en condition physiologique. Pour ce qui est de 
la mPGES-1, elle fait partie de la superfamille MAPEG (membrane-associated proteins 
involved in eicosanoid and glutathione metabolism) et présente une homologie structurale 
avec d'autres protéines impliquées dans le métabolisme de l'AA dont FLAP (5-LO 
activating protein) et LTC4S (leukotriene C4 synthase) (BRESELL et al, 2005). Cette 
enzyme est régulée à la hausse en condition inflammatoire, par exemple, suite à une 
stimulation à l'IL-ip et au LPS (NARABA et al, 2002). De plus, des niveaux élevés de 
mPGES-1 ont été détectés dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses (JAKOBSSON et 
al, 1999). La mPGES-1 co-localise avec COX-2 (MURAKAMI et al., 2000), ce qui 
suggère qu'elle est responsable de la production de PGE2 en condition inflammatoire. 
D'ailleurs, cette enzyme fait l'objet de plusieurs études et se présente comme une cible 
thérapeutique potentielle très intéressante. La dernière PGES identifiée est la mPGES-2. 
Son expression est constitutive dans la majorité des tissus et une étude de co-transfection a 
démontré qu'elle peut être couplée autant à COX-1 qu'à COX-2 (MURAKAMI et al, 
2003). Cependant, on l'associe principalement à des niveaux de PGE2 physiologiques. 
Toutefois, certaines études mettent en doute le rôle de la cPGES et de la mPGES-2 dans la 
synthèse de PGE2 in vivo (JANIA et al, 2009; LOVGREN et al, 2007). 
La synthèse de PGF2 peut se produire via trois voies distinctes : la voie PGH 9-, 11-
endopéroxyde reductase, la voie PGE 9-kétoréductase ou la voie PGD 11 kétoréductase à 
partir de PGH2, de PGE2 ou de PGD2, respectivement. Deux enzymes de PGD 11 
kétoréductase ont été identifiées : la PGFS dans le poumon, appelée également la PGFS I, 
et la PGFS dans le foie, appelée PGFS II. La PGFS I est exprimée non seulement dans le 
poumon, mais aussi dans les lymphocytes périphériques sanguins, suggérant ainsi un rôle 
possible pour cette enzyme dans les maladies inflammatoires pulmonaires comme l'asthme 
(SUZUKI-YAMAMOTO et al, 1999). Elle est également présente dans le système 
nerveux, plus précisément dans les neurones et les cellules endothelials vasculaires de la 
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moelle épinière chez le rat (SUZUKI-YAMAMOTO et al, 1999). La PGE 9-kétoréductase 
fait partie de la superfamille des aldo-kéto reductase et requiert le NADPH (nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate) comme cofacteur. Elle semble être importante dans la 
régulation des prostaglandines durant la période de pré-implantation de l'embryon dans 
l'endométrium (ASSELIN et FORTIER, 2000). Il y a peu d'information disponible 
concernant les PGFS et d'autres études devront être réalisées afin de caractériser ces 
enzymes de façon plus détaillée. 
Même si elles produisent des prostaglandines ayant des effets opposés, la 
prostacycline (PGIS) et la thromboxane synthetases (TXAS) font toutes deux partie de la 
famille du cytochrome P450, sont membranaires et possèdent un hème. La PGIS est 
exprimée dans une variété de tissus, mais plus particulièrement dans les cellules 
endothéliales. L'expression en ARNm et protéique de la PGIS est augmentée suite à une 
stimulation par des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, l'IL-1 et 1TL-6 
(FLEISHER-BERKOVICH et DANON, 1999; MIYATA et al, 1994). De plus, l'estradiol 
et la progestérone augmentent l'expression de PGIS dans le muscle lisse vasculaire utérin 
(RUPNOW et al, 2002). Quant au gène de TXAS, il contient plusieurs sites de liaison à 
plusieurs facteurs de transcription tels AP-1, AP-2 et GATA-1 (Erythroid transcription 
factor) (MIYATA et al, 1994; LEE et al, 1994). Il est important de mentionner que les 
niveaux de PGIS et de TXAS sont finement régulés dans plusieurs tissus afin de maintenir 
un équilibre entre les niveaux de prostacycline et de thromboxane produits. 
Enfin, deux prostaglandines D synthetases (PGDS) sont responsables de la 
production de PGD2. Elles catalysent l'isomérisation du groupement 9,11-endopéroxyde de 
la PGH2 en PGD2, qui possède des groupements 9-hydroxy et 11-kéto, et ce, en présence de 
composés sulfhydryles. Cependant, étant donné que les PGDS et la PGD2 font partie de 
l'étude présentée dans ce mémoire, elles seront discutées en détails plus bas. 
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1.1.5 Le couplage PLA2- COX- PGS 
Il ne semble pas y a voir de couplage général observé entre les trois principales 
PLA2 (cPLA2 de type IV et sPLA2 de type Ha et V) qui relâchent l'AA et les COXs. 
Chaque PLA2 semble capable de fournir de l'AA aux COXs. De plus, due à la localisation 
différente de chaque enzyme (CPLA2 au cytoplasme, sPLA2 dans le milieu extracellulaire et 
les COX dans le RE et dans la membrane nucléaire), il ne semble pas y avoir d'interaction 
physique possible entre elles. Le couplage dépend probablement donc d'une co-expression 
coïncidente de chaque enzyme et non d'une interaction physique entre les enzymes. 
Cependant, il peut dépendre également du degré d'activation de chaque enzyme causée par 
divers stimuli. En effet, dans les HEK 293, une activation dépendante de la bradykinine des 
PLA2 mène à la production de PGE2 via COX-1 et COX-2, tandis les prostaglandines 
produites suite à une stimulation avec l'IL-ip dépendent seulement de 1'activation de COX-
2 (MURAKAMI et al, 1999). 
Le couplage entre les COXs et les prostaglandines synthetases semble faire l'objet 
d'une régulation plus fine. Étant donné que chaque prostaglandine se lie sur ses récepteurs 
spécifiques, ce qui engendre une signalisation qui leur est propre, 1'activation différentielle 
des COXs peut influencer le couplage COX/PGS. Apparemment, COX-2 semble se coupler 
préférentiellement aux PGE synthetases et à la PGI2 synthetase. Par exemple, il semble y 
avoir une induction séquentielle de COX-2 et des PGE synthetases dans les cellules A549, 
suite à une stimulation à l'IL-ip (HUANG et al, 1998). De plus, en ce qui concerne le 
système cardiovasculaire, la production de prostacycline est inhibée à 75-80% lorsqu'un 
inhibiteur spécifique de COX-2, le Celebrex®, est administré à des volontaires, ce qui 
indique que la majeure production de prostacycline est due à 1'activation de COX-2 
(McADAM et al, 1999). La localisation cellulaire de chaque enzyme semble également 
affecter le couplage [Figure 7]. Tel que montré sur le schéma de la Figure 7, les synthetases 
dont la localisation est périnucléaire vont se coupler préférentiellement à COX-2 tandis que 
celles qui sont cytosoliques se couplent plutôt à COX-1. 
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Figure 7 : La localisation cellulaire des enzymes influence le couplage COX/PGS 
Dans ce modèle COX-2 est distribuée préférentiellement dans la membrane périnucléaire 
tandis que COX-1 est située dans le RE. (A) Les synthetases périnucléaires telles que 
PGIS, mPGES-1 et TXS se couplent préférentiellement à COX-2. (B) H-PGDS, une 
synthetase qui transloque du RE à la membrane périnucléaire, se couple à COX-1, puis à 
COX-2, pour la production de PGD2 immédiate et retardée (C) cPGES, qui est complexée 
avec la protéine chaperone cytosolique Hsp90 et la caséine kinase 2 (CK2) est couplée à 
COX-1. Tirée de MURAKAMI et KUDO, 2004. 
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1.1.6 Implications physiologiques et pathologiques 
Étant donné la présence ubiquiste des prostaglandines, il est facile d'imaginer des 
rôles possibles très variés pour celles-ci. Tout d'abord, les prostaglandines sont impliquées 
dans plusieurs processus physiologiques. Notamment, la PGE2, exprimée abondamment 
dans la muqueuse et les sécrétions gastriques, s'avère être la prostaglandine la plus 
importante pour les fonctions normales du tractus gastro-intestinal. Elle participe à la 
motilité gastrique, protège la muqueuse des dommages causés par l'environnement très 
acide du lumen en stimulant entre autres la sécrétion de bicarbonates et de mucus (DEY et 
al, 2006). De plus, PGE2, de même que PGI2, sont retrouvées dans le rein et jouent un rôle 
essentiel dans le maintien de la pression sanguine et des fonctions rénales et semblent avoir 
des propriétés anti-hypertensives chez des individus contraints à une alimentation riche en 
sel (HAO et BREYER, 2008). En ce qui a trait au système cardiovasculaire, un juste 
équilibre entre le thromboxane et la prostacycline est reconnu pour contribuer à 
l'homéostasie de celui-ci. D'un côté, le thromboxane est synthétisé par les plaquettes 
sanguines, est un puissant vasoconstricteur, de même qu'un inducteur de l'adhésion 
plaquettaire. De l'autre côté, la prostacycline est le majeur prostanoïde produit par les 
cellules endothelials, est un vasodilatateur, régule la croissance des cellules endothelials 
cardiovasculaires et contribue à l'inhibition de l'agrégation plaquettaire (INIGUEZ et al, 
2008). Le système reproducteur est également régulé par les prostaglandines. Étant donnée 
la grande distribution de la PGE2 et de ses récepteurs dans les tissus gestationnels, plusieurs 
fonctions sont attribuées à ceux-ci tout au long de la grossesse. Par exemple, la PGE2 
possède un rôle connu dans la stimulation des contractions myométriales et dans la rupture 
des membranes fœtales lorsque le nouveau-né est à terme. La PGF2 est aussi grandement 
impliquée dans processus gestationnel. Sa production est augmentée durant le stade de la 
parturition et elle induit les contractions myométriales et la relaxation cervicale 
(HELLIWELL et al, 2003). Quant à la PGD2 et à son enzyme, la L-PGDS, elles sont 
présentes dans le liquide séminal et dans les gonades masculines et présentent un rôle dans 
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la spermatogenèse et la différenciation sexuelle chez le mâle (MALKI et al, 2008). Au 
niveau du cerveau, la PGD2 est produite dans les leptoméninges et est impliquée dans 
l'induction du sommeil (URADE et EGUCHI, 2002). La PGD2 est aussi essentielle pour la 
perception de la douleur tactile. D'ailleurs, une étude a démontré que des souris déficientes 
en L-PGDS présentaient une allodynie suite à l'administration d'antagoniste GABAA (acide 
y-aminobutyrique A) (EGUCHI et al, 1999). Enfin, cette prostaglandine joue un rôle 
primordial dans le métabolisme osseux. Elle est exprimée dans les ostéoblastes, induit leur 
migration et la minéralisation de la matrice osseuse (GALLANT et al, 2005 et 2010). Les 
prostaglandines sont donc des médiateurs lipidiques au cœur de bon nombre de processus 
physiologiques. 
Cependant, si les prostaglandines sont importantes dans l'homéostasie de plusieurs 
systèmes, elles peuvent parfois entraîner des conséquences pathologiques dans ceux-ci. 
Certains récepteurs de la PGE2 sont surexprimés dans plusieurs types de cancers 
colorectaux et favorisent la prolifération cellulaire tout en inhibant l'apoptose. De plus, 
dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques du système gastro-intestinal comme la 
colite ulcéreuse et la maladie de Crohn, le récepteur EP4 régule l'expression de la cytokine 
pro-inflammatoire IL-8, ce qui a pour but d'attirer les neutrophiles, ce qui résulte en une 
exacerbation de ces maladies (DEY et al, 2008). Quant à la PGD2, elle est largement 
impliquée dans la pathologie de l'asthme (OGUMA et al, 2008) et elle est détectée dans 
les plaques athérosclérotiques infiltrées par les macrophages et leur production aiderait à les 
stabiliser (CIPOLLONE et al, 2004). De manière générale, les prostaglandines sont 
surproduites suite à un stimulus pro-inflammatoire comme 1TL-1 ou le LPS et ont plusieurs 
rôles inflammatoires connus comme l'induction de la fièvre suite à une infection 
bactérienne (JOO et al, 2007), l'exacerbation de maladies chroniques comme la 
polyarthrite rhumatoïde et l'arthrose (ZAYED et al, 2008) ainsi que la progression de 
certaines tumeurs cancéreuses (KRISHNAMOORTHY et HONN, 2008). Les 
prostaglandines ont donc des rôles à jouer dans plusieurs pathologies et plus précisément 
dans l'inflammation. 
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1.1.7 Approches thérapeutiques ciblées et établies 
La première ligne de médicaments ciblant les prostaglandines a débuté par la 
découverte du mécanisme d'action de l'aspirine par John Vane en 1971. Les propriétés 
anti-inflammatoires, analgésiques et anti-pyrétiques de l'aspirine sont dues à l'inhibition 
irréversible de la production de prostaglandines et de leucotriènes via une acétylation des 
COXs. Les autres anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) comme l'indométhacine, 
l'ibuprofène et le naproxène ont un mécanisme semblable. Cependant, l'inhibition des 
COXs est réversible. Le succès des AINS dans le traitement de plusieurs maladies 
inflammatoires tels que la polyarthrite rhumatoïde et l'arthrose ont validé la pertinence de 
ces médicaments et des COXs comme cibles thérapeutiques anti-inflammatoires. 
Cependant, étant donné que ces médicaments ne sont pas spécifiques et inhibent autant 
COX-1 que COX-2, ils ont des effets secondaires majeurs lorsqu'ils sont utilisés à long 
terme. Le plus important est la toxicité gastro-intestinale. En inhibant la production 
physiologique de prostaglandines par COX-1 comme la PGE2, qui a des propriétés 
cytoprotectrices, ces médicaments rendent la muqueuse gastrique susceptible à des ulcères, 
ce qui peut mener à des hémorragies graves, voire mortelles. Pour palier à ce problème, une 
autre lignée de médicaments, spécifiques à COX-2, a été créée. Les Coxibs comprennent 
entre autres le Celecoxib (Celebrex®) et le Rofecoxib (Vioxx®). Or, un autre effet 
secondaire majeur a été révélé avec ces médicaments. En inhibant seulement COX-2, la 
production de prostacycline par les cellules endothéliales est altérée et un déséquilibre entre 
celle-ci et le thromboxane est créé [Figure 8]. Ceci engendre une augmentation de 
l'agrégation plaquettaire, ce qui accroît le risque d'accident vasculo-cérébral (AVC). Par 
conséquent, le Rofecoxib a été retiré du marché en 2004 tandis que le Celecoxib est réservé 
à certains usages et porte une mention spéciale concernant le risque de problèmes 
cardiovasculaires (RAO et KNAUS, 2008). 
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Figure 8 : L'inhibition des COXs altère la production de PGI2 et de TxA2 
Les AINS (NSAID en anglais) inhibent à la fois COX-1, qui synthétise le thromboxane 
dans les plaquettes et COX-2, qui synthétise la prostacycline dans les cellules endothéliales. 
Quant aux inhibiteurs spécifiques de COX-2, ils inhibent seulement la production de 
prostacycline et non celle du thromboxane, engendrant un déséquilibre entre les deux 
prostaglandines augmentant l'agrégation plaquettaire. 
Tirée de WEIR et al, 2003. 
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Récemment, d'autres alternatives ont été considérées et les prostaglandines 
synthetases sont de plus en plus envisagées comme cibles thérapeutiques potentielles. Par 
exemple, des inhibiteurs spécifiques de la mPGES-1, la prostaglandine synthetase la plus 
connue pour avoir des rôles en conditions inflammatoires et dans le cancer, ont été 
synthétisés (PF-9184, MBALAVIELE et al, 2010, MK-7285, GOSSELIN et al, 2009 et 
MF63, XU et al, 2008 ) et ont montré des profils d'inhibitions différents des Coxibs, ce qui 
est prometteur pour l'avenir. De plus, ces inhibiteurs réussissent à réduire la douleur, 
l'hyperalgésie et l'inflammation arthrosique et arthritique sans toutefois causer des 
problèmes gastro-intestinaux. En inhibant spécifiquement une prostaglandine, on réussit à 
cibler une condition pathologique sans toutefois empêcher les autres prostaglandines 
d'exercer leurs effets physiologiques. Les prostaglandines synthetases sont donc des cibles 
thérapeutiques potentielles intéressantes et spécifiques qui gagnent à être connues et qui 
méritent d'être explorées davantage. Cependant, ces enzymes sont peu étudiées dans la 
littérature et il y a très peu d'information disponible en ce qui a trait à leur régulation et à 
leurs partenaires d'interaction protéique. 
1.2 Prémisses de l'étude 
Étant donné qu'il n'y a pratiquement pas d'information disponible dans la littérature 
scientifique concernant la régulation des prostaglandines synthetases et des protéines 
interagissant avec celles-ci, notre groupe s'est intéressé à identifier de nouveaux partenaires 
d'interaction pour les synthetases. Or en discutant avec un collaborateur régulier du 
laboratoire, le Dr Stéphane A. Laporte, nous avons réalisé que celui-ci avait repêché la L-
PGDS en effectuant un double-hybride en levure en utilisant l'arrestine-3 comme appât et 
en criblant une banque d'ADNc de cellules HeLa. Cette interaction nous intéressa car les 
données de notre groupe suggèrent que la PGD2 joue un rôle important dans l'anabolisme 
osseux. Nous avons donc décidé de nous pencher sur cette nouvelle interaction en la 
confirmant et en lui identifiant une fonction. Ces résultats nous permettraient sans aucun 
doute de mieux comprendre la régulation des prostaglandines synthetases et par le fait 
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même, pourraient aider au développement de cibles plus spécifiques que les inhibiteurs de 
COXs pour contrer les propriétés pro-inflammatoires des prostaglandines. 
1.3 La prostaglandine D2 
La PGD2 est le metabolite lipidique majeur produit par les mastocytes et les 
macrophages. Elle exerce ses fonctions physiologiques et pathologiques via sa liaison à ses 
deux récepteurs, tous deux couplés aux protéines G. Tout d'abord, le premier récepteur de 
la PGD2 découvert a été le récepteur DP, un récepteur de prostanoïdes classique. Ensuite, 
le second récepteur de la PGD2 est le récepteur homologue à une molécule chimiotactique 
exprimée sur les lymphocytes Th2, CRTH2(Chemoattractant receptor-homologous 
molecule on Th2), aussi appelé DP2. DP est exprimé de façon ubiquiste et est couplé à la 
protéine Gsa, ce qui a pour effet d'augmenter la concentration intracellulaire d'AMPc. À 
l'instar de DP, CRTH2 est génétiquement plus près des récepteurs chimiotactiques comme 
les récepteurs de chimiokines et le récepteur de la leucotriène B4. Son expression est 
limitée aux éosinophiles, aux basophiles ainsi qu'aux lymphocytes Th2. Il est couplé à la 
protéine Gia, ce qui cause une augmentation de calcium ainsi qu'une diminution de la 
concentration intracellulaire d'AMPc (OGUMA et al, 2008). 
Certaines évidences ont montré des rôles pro et anti-inflammatoires pour le 
récepteur DP. En effet, un agoniste spécifique à DP peut inhiber l'apoptose et augmenter la 
survie des éosinophiles d'une manière et de bloquer la production d'IL-12 dans les cellules 
dendritiques d'une autre, ce qui compromet le développement des lymphocytes Th2 naïfs 
qui produisent des cytokines (GERVAIS et al, 2001; GOSSET et al, 2003). Pour ce qui 
est du récepteur CRTH2, les études suggèrent fortement qu'il joue un rôle plutôt pro-
inflammatoire en augmentant la production de cytokines par les lymphocytes Th2, la 
mobilité cellulaire, la dégranulation et l'expression de molécules d'adhésion, ce qui résulte 
entre autres en une exacerbation des allergies (TANAKA et al, 2004; YOSHIMURA-
UCHIYAMA et al, 2004). De plus, la PGD2 et ses récepteurs sont grandement impliqués 
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dans l'asthme et dans tous les événements qui caractérisent cette pathologie (OGUMA et 
al, 2008) [Figure 9]. Selon certains contextes cellulaires, les effets médiés par les 
récepteurs DP peuvent être considérés antagonistes [Figure 10]. Enfin, la PGD2 peut 
également lier le récepteur du thromboxane, TP, et le récepteur E3 de la PGE2 avec une 
plus faible affinité. 
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Figure 9 : La PGD2 et ses récepteurs et leur implication dans l'asthme 
La PGD2 et ses récepteurs exercent ses effets à plusieurs niveaux de la pathologie de 
l'asthme. (1) La PGD2 agit comme un bronchoconstricteur via les récepteurs TP, pour 
lesquels elle a une certaine affinité, présents sur le muscle lisse des bronchioles. (2) Le 
pouvoir chimio-attractant de la PGD2 recrute des basophiles et des éosinophiles qui migrent 
jusqu'au site de l'inflammation. Cependant, cette migration des cellules requiert une 
vasodilatation. (3) L'élévation d'AMPc intracellulaire qui résulte de l'activation de DP 
mène à la relaxation, la vasodilatation et 1'extravasation. (4) De plus, PGD2 joue un rôle 
important dans le recrutement et l'activation des lymphocytes Th2, qui est dépendante de 
CRTH2. Cette activation mène à une production de cytokines pro-inflammatoires, qui en 
retour, activent les éosinophiles et mènent à la migration de ceux-ci, des lymphocytes Th2 
et des macrophages (5). Cependant, le récepteur responsable de cette migration n'a pas été 
identifié, de même que le récepteur qui mène à l'activation des cellules à gobelet, qui 
produisent le mucus (6). Tirée de KOSTLNIS et ULVEN, 2006. 
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Figure 10 : Les rôles antagonistes de DP et CRTH2 sur le système immunitaire 
Dans un contexte cellulaire donné, DP et CRTH2 peuvent être considérés comme des 
récepteurs antagonistes. CRTH2 médie les effets pro-inflammatoires en augmentant la 
concentration de calcium cytoplasmique alors que DP limite l'activation de CRTH2 par 
PGD2 en augmentant l'AMPc intracellulaire. Tirée de KOSTENIS et ULVEN, 2006. 
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La PGD2 est synthétisée par deux enzymes, la L-PGDS et la H-PGDS. Tout d'abord, 
la PGDS de type lipocaline (PGDS) est une protéine glycosylée avec un poids moléculaire 
variant de 21 à 30 kDa qui a été isolée en tant que P-trace, la protéine la plus abondante du 
liquide cérébrospinal. Pour être fonctionnelle, la L-PGDS doit subir un clivage sur son 
peptide signal dans l'extrémité N-terminale et être glycosylée sur deux sites 
(GRUNEWALD et al, 1999). Elle peut également subir une phosphorylation par la 
protéine kinase C (PKC) (ANGENSTEIN et al, 1999). Elle n'a pas de préférence comme 
groupement sulfhydryle; elle peut par exemple utiliser le glutahion, le P-mercaptoéthanol et 
le DTT (dithiothréitol). Elle possède un seul résidu catalytique, la Cys-65. D'ailleurs, la 
mutation de ce résidu abolit complètement l'activité enzymatique de la protéine (URADE 
et al, 1995). Celle-ci peut être inhibée par des agents qui modifient les groupements SH 
comme le SeCU. Outre la production de PGD2, la L-PGDS fait partie de la famille des 
lipocalines et peut lier et transporter des petits ligands lipophiles comme l'acide rétinoïque, 
la bilirubine et la biliverdine (BEUCKMANN et al, 1999). C'est d'ailleurs la seule 
protéine de cette famille à avoir une activité enzymatique et à posséder le résidu Cys-65 
(BEYNON et HURST, 2004). Elle possède également deux autres cysteines, Cys-89 et 
Cys-186, qui forment un pont disulfure et qui sont conservées à travers la famille des 
lipocalines (TOH et al, 1996). La L-PGDS est exprimée abondamment dans le système 
nerveux central, les organes génitaux mâles, le cœur et les adipocytes (FUJIMORI et al, 
2007). Elle est sécrétée dans tous les liquides biologiques, que ce soit le liquide 
cérébrospinal, l'urine, le plasma sanguin et le liquide séminal. D'ailleurs, certaines études 
ont démontré que sa présence dans certains fluides corporels peut faire de cette protéine un 
bon biomarqueur pour le diagnostic de certaines maladies comme le diabète (UEHARA et 
al, 2009) et l'athérosclérose (MIWA et al, 2008). Outre le milieu extracellulaire, la L-
PGDS est localisée dans le RE rugueux et dans la membrane nucléaire des cellules 
(BEUCKMANN et al, 2000). Côté structure, la L-PGDS est composée principalement de 
huit brins bêta, qui s'assemblent en un feuillet en forme de baril (beta-barrel) [Figure l ia] . 
Dans ce baril, deux pochettes distinctes, l'une hydrophile et l'autre hydrophobe, accueillent 
la PGH2 et les petits ligands lipophiles respectivement [Figure 1 lb]. 
Quant à elle, la PGDS de type hématopoïétique (H-PGDS) est une protéine de 26 kDa 
et requiert absolument le glutathion comme composé sulfhydryle pour être active. Elle 
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démontre une forte identité en acides aminés avec les GST de classe sigma et possède elle-
même une activité GST. L'activité enzymatique de la H-PGDS peut être inhibée 
spécifiquement par le bleu de Cibachrome (THOMSON et al, 1998) ou le HQL-79 
(MASTSHUCHITA et al, 1998) et activée par des ions comme le Ca2+ et le Mg2+. Elle 
possède plusieurs sites actifs. Une étude de mutagenèse dirigée a démontrée que les résidus 
Lys-112, Cys-156 et Lys-198 étaient importants pour la liaison à la PGH2 tandis que Trp-
104 est essentiel pour l'intégrité du site catalytique (PINZAR et al, 2000). La H-PGDS est 
largement exprimée dans les tissus périphériques et est localisée dans les cellules 
présentatrices d'antigènes (APC), les mastocytes, les mégacaryocytes et les lymphocytes 
Th2 (TANAKA et al, 2000). Elle est une protéine cytosolique, mais qui peut transloquer 
vers les compartiments périnucléaires, où se situent les COXs, suite à une stimulation de 
production de prostaglandines avec un ionophore de calcium, le A23187 (UENO et al, 
2001). 
A B 
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Figure 11 : Structure en baril de la L-PGDS 
(A) La L-PGDS est composée de huit brins bêta, nommés A à H et illustrés en cyan, de 
trois hélices alpha, Hl à H3 (en rouge) et de boucles (en gris). Les brins bêta s'assemblent 
en un feuillet, de type baril (beta-barrel). (B) Illustration de la cavité de la L-PGDS. La 
surface accessible de la cavité est représentée en gris. La pochette du ligand est environ 16 
À de large et 17 A de profond et est séparée en deux pochettes distinctes. La pochette 1 qui 
est hydrophile, va contenir la PGH2 et les petits ligands lipophiles se logent dans la 
pochette 2 qui est hydrophobe. Adaptée de SHIMAMOTO et al, 2007. 
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Après avoir été synthétisé par la H-PGDS ou la L-PGDS, la PGD2 est rapidement 
métabolisée de façon non-enzymatique en 15-déoxy-A12,14-PGJ2 (15dPGJ2) ou en A12-
PGJ2, qui sont des cyclopentanones. Ces metabolites possèdent également des propriétés 
anti-inflammatoires via leur liaison entre autres aux PPAR-y (peroxisome proliferator-
activated receptor-y) (UEKI et al, 2007). De plus, il a été démontré que la concentration en 
PGD2 ou en metabolites pouvaient influencer ceux-ci vers une voie pro- ou anti-
inflammatoire. Par exemple,. à faible concentration, PGD2 stimule la migration des 
lymphocytes Th2 (HIRAI et al, 2001) alors qu'à forte dose, elle induit l'apoptose et inhibe 
la migration et la prolifération de ces cellules selon un mécanisme dépendant de PPAR-y 
(NENCIONI et al, 2003). La PGD2 ainsi que ses metabolites peuvent donc exercer des 
rôles pro ou anti-inflammatoires selon leur concentration et le contexte cellulaire rencontré. 
1.4 Les arrestines non-visuelles 
La famille des arrestines, appelées ainsi à cause de leur première fonction d'arrêter la 
signalisation des récepteurs via les protéines G, compte quatre membres principaux. La 
première arrestine découverte, l'arrestine visuelle (aussi appelée arrestine-1), montrait une 
efficacité de désensibilisation du récepteur de la rhodopsine, un récepteur couplé aux 
protéines G (RCPG). L'arrestine-1 est localisée dans les bâtonnets et les cônes de la rétine 
de l'œil tandis que l'arrestine-4 (appelée aussi X-arrestine) est retrouvée uniquement dans 
les cônes rétiniens. Étant donné que l'arrestine visuelle restaurait partiellement la 
désensibilisation du récepteur b2-adrénergique (P2AR), il était clair qu'il existait des 
homologues de 1'arrestine-1 responsables de la désensibilisation des récepteurs non visuels. 
C'est à ce moment que les p-arrestines furent découvertes. Ce nom vient de leur capacité à 
désensibiliser efficacement le récepteur P2AR. La P-arrestine 1 et la P-arrestine 2 (appelées 
également arrestine-2 et arrestine-3 respectivement) sont exprimées de façon ubiquiste dans 
tous les tissus et démontrent une identité de 70% dans leur séquence par rapport aux autres 
arrestines (GUREVICH et GUREVICH, 2006). Chaque arrestine possède deux isoformes 
(une courte et une longue), issues d'un épissage alternatif. Celles de l'arrestine-2 
comprennent 410 et 418 acides aminés tandis que celles de 1'arrestine-3 comportent 397 et 
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409 acides aminés (STERNE-MARR et al, 1993; PARUTTI et al, 1993). Bien que les 
arrestines ont des fonctions similaires dans la régulation de la signalisation des RCPGs 
(OAKLEY et al, 2000), certaines différences ont été observées notamment dans leur 
affinité de liaison de certaines classes de RCPGs et dans leur association avec différents 
partenaires d'interaction (MILLER et LEFKOWITZ, 2001). Les deux arrestines 
transloquent rapidement du cytoplasme à la membrane plasmique lorsqu'il y a stimulation 
d'un RCPG. Cependant, alors que 1'arrestine-3 est exprimée de façon prédominante dans le 
cytoplasme, l'arrestine-2 est distribuée à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. Les 
arrestines font la navette entre le cytoplasme et le noyau grâce à leur signal de localisation 
nucléaire (NLS), présents sur leur extrémité N-terminale (WANG et al, 2003). Cependant, 
l'arrestine-3 seulement possède également un signal d'export nucléaire (NES) riche en 
leucine présent dans son extrémité C-terminale, ce qui lui permet de sortir du noyau, 
contrairement à l'arrestine-2 qui n'en possède pas (SCOTT et al, 2002). Cette localisation 
différentielle influence les interactions protéiques et les multiples fonctions de chaque 
arrestine. 
1.4.1 Structure 
L'arrestine-2 a été crystallographiée pour la première fois en 2001 [Figure 12] (HAN 
et al, 2001). À cause de leur forte homologie, on peut donc penser que cette structure est 
également représentative de l'arrestine-3. De plus, cette structure est similaire à celle de 
l'arrestine visuelle (HIRSCH et al, 1999). L'arrestine est une molécule allongée avec un 
cœur polaire central flanqué de domaines N et C terminaux et une queue C-terminale qui 
connecte les deux domaines. Les variations structurelles entre les différentes arrestines sont 
observées dans les boucles de surface. Les domaines N et C terminaux des arrestines sont 
composés majoritairement de feuillets p anti-parallèles et d'une seule hélice alpha (HAN et 
al, 2001). C'est le cœur polaire qui garde l'arrestine en conformation basale et dite fermée 
[Figure 13a]. Lorsqu'il y a stimulation d'un RCPG, l'arrestine se lie à celui-ci et adopte une 
conformation active et dite ouverte, ce qui lui permet d'exposer sa queue C-terminale 
44 
[Figure 13b]. Grâce à cette dernière, l'arrestine peut lier également plusieurs autres 
partenaires protéiques, dont la clathrine et AP-2. 
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Figure 12 : Représentation en rubans de Parrestine-2 tronquée (a.a. 1 à 393) 
Schéma de la structure cristallisée de l'arrestine-2. Elle est constituée de quatre feuillets p 
et d'une hélice a. Les couleurs varient du bleu au rouge allant respectivement du N-
terminal au C-terminal. Tirée de HAN et al, 2001. 
Figure 13. Schématisation des deux conformations possibles des arrestines 
Deux conformations sont possibles pour les arrestines non-visuelles soient inactive (a), le 
C-terminal est enfoui, et active (b), le C-terminal est exposé. Tirée de GUREVICH et 
GUVERICH, 2004. 
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1.4.2 Rôle dans la désensibilisation des RCPGs 
Tel que mentionné précédemment, la fonction principale des arrestines non visuelles 
est la désensibilisation de la plupart des RCPGs. En effet, les arrestines transloquent du 
cytoplasme à la membrane plasmique et sont recrutées au récepteur, qui lui est phosphorylé 
par les GRKs (G protein-coupled receptor kinases) sur sa queue cytoplasmique. Cette 
phosphorylation sur le récepteur engendre la création d'un site d'affinité pour les arrestines. 
Cette liaison permet le découplage de la protéine G du récepteur, empêchant ainsi celui-ci 
de signaler à nouveau. Les arrestines jouent également un rôle dans l'endocytose du 
récepteur en agissant en tant que molécules adaptatrices pour AP-2, la clathrine ainsi que 
d'autres molécules impliquées dans ce processus. Ce rôle d'adaptateur permet ainsi 
d'amener le récepteur activé aux puits tapissés de clathrine pour son endocytose, un 
processus essentiel au recyclage et à la dégradation des RCPGs (FERGUSON, 2001). Les 
récepteurs ont des affinités différentes avec les arrestines, ce qui va influencer leur destinée 
[Figure 14]. 
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Figure 14 : Rôle des arrestines dans la désensibilisation et la séquestration des RCPGs 
La désensibilisation homologue des RCPGs résulte en une liaison de l'arrestine sur les 
récepteurs qui ont été activés par la liaison de leur agoniste (H) et qui ont été phosphorylés 
par les GRKs (GRK2 sur le schéma). Les arrestines non-visuelles dirigent la séquestration 
de ces récepteurs en amenant le récepteur vers les protéines AP-2 (P2-adaptine) et clathrine. 
La séquestration reflète l'endocytose dépendante de la dynamine (Dyn) via les vésicules 
tapissées de clathrine. Une fois intemalisée, les RCPGs montrent deux types de patrons 
différents d'interaction avec les p-arrestines. En effet, bien que la plupart des GPCRs sont 
déjà classés selon leur structure, ils peuvent être séparés à nouveau en deux classes selon 
leur affinité pour les p-arrestines. Les récepteurs de la classe A se dissocient des P-
arrestines et sont rapidement recyclés à la membrane plasmique. Les récepteurs de classe B 
forment des complexes stables avec les arrestines qui s'accumulent dans les vésicules 
d'endocytose et qui finissent par être dégradés ou recyclés lentement à la membrane 
plasmique. Tirée de KENDALL et LUTTRELL, 2009. 
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1.4.3 Autres fonctions 
Au fil des ans, plusieurs autres fonctions ont été découvertes pour les arrestines. Par 
exemple, il est connu et accepté depuis peu que les arrestines sont des molécules 
adaptatrices ou d'échafaudage et également transductrices de signaux. Elles peuvent 
relier le récepteur à diverses voies de signalisation dans la cellule. La plus connue est 
certainement la voie des MAPKs [Figure 15]. D'ailleurs, l'arrestine-3 est aussi appréciée 
pour être la seule protéine d'échafaudage contrôlée par la stimulation d'un récepteur ayant 
la capacité d'interagir avec toutes les kinases composant les cascades qui activent les ERKs 
et JNK3 (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). 
D'autres voies sont également régulées ou activées par les arrestines. Par exemple, la 
chimiotaxie via une liaison avec le récepteur CXCR4 (CXC chemokine receptor 4), la 
motilité cellulaire grâce à sa liaison avec le cytosquelette, la signalisation anti-apoptotique 
médiée par p53 ainsi que l'ubiquitinaion par une liaison avec l'oncogène et E3-
ubiquitine(Ub)-ligase, Mdm2 (murine double minute 2) (SHENOY et LEFKOWITZ, 
2003). 
Les arrestines jouent également plusieurs rôles dans l'inflammation. Par exemple, les 
P-arrestines lient directement TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 6) 
après l'activation du récepteur de 1TL-1, TLR-IL-1R (toll-like receptor-interleukin 1 
receptor). Ce complexe prévient l'auto-ubiquitination de TRAF6 et l'activation de N F K B . 
L'arrestine est donc un régulateur négatif de la voie IL-1 et donc du système immunitaire 
inné. D'ailleurs, des souris déficientes en arrestine-3 ont des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires plus élevés et sont plus susceptibles au choc endotoxique (WANG et al, 
2006). De plus, il a été démontré que l'arrestine-3 inhibe l'ostéoclastogenèse in vitro, ce qui 
mène à une diminution de la résorption osseuse observée in vivo par la régulation de la 
production de RANK-L (Receptor Activator for Nuclear Factor-KB Ligand) et d'OPG 
(ostéoprotégérine) (PIERROZ et al, 2009). Cette résorption osseuse est bien présente dans 
certaines pathologies osseuses inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde. 
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MAPKs 
Les arrestines non visuelles sont des protéines adaptatrices pour les 
La stimulation des récepteurs de classe B mène à leur phosphorylation qui dépendante de 
GRK et au recrutement des arrestines. Par sa fonction de molécule adaptatrice, les 
arrestines rapprochent les éléments de la cascade des MAPKs et forment des complexes 
avec le récepteur, ce qui mène à la signalisation des MAPKs dépendante des RCPGs. Tirée 
de SHENOY et LEFKOWITZ, 2003. 
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1.5 Hypothèse de Pétude 
Les arrestines sont désormais reconnues comme des protéines adaptatrices 
multifonctionnelles impliquées dans une multitude de phénomènes comme l'inflammation. 
Il ne serait donc pas surprenant que l'arrestine-3, repêchée comme partenaire d'interaction 
de la L-PGDS en double-hybride, pourrait participer à la régulation des prostaglandines 
synthetases. De plus, étant donné que la PGD2 possède des propriétés pro- et anti-
inflammatoires, l'arrestine-3 pourrait être impliquée dans l'un et/ou l'autre de ces 
phénomènes. 
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BUTS DE L'ÉTUDE 
Le premier but de mes travaux était de confirmer l'interaction entre l'arrestine-3 et la 
L-PGDS détectée par le Dr Laporte par d'autres techniques comme des GST-Pull-downs 
avec les protéines purifiées et des essais de co-immunoprécipitation des deux protéines 
surexprimées dans les cellules HEK293 ainsi qu'au niveau endogène dans la lignée 
ostéoblastique MG-63. 
Par la suite, nous voulions étudier la distribution intracellulaire de ces deux protéines 
par microscopie confocale, et déterminer si la modification de l'activité enzymatique de la 
L-PGDS pouvait perturber l'interaction observée ainsi que la localisation cellulaire des 
protéines. 
Dans le but d'identifier une fonction à cette interaction, le rôle de l'arrestine-3 dans la 
production de PGD2 par la L-PGDS fut étudié in vitro à l'aide des protéines purifiées et 
dans les fibroblastes de souris n'exprimant plus les arrestines. 
L'objectif final était d'identifier des peptides de l'arrestine-3 qui pourraient moduler 
l'activité de la L-PGDS en déterminant le domaine de l'arrestine-3 impliqué dans la liaison 
à la L-PGDS. 
De façon générale, nous espérions que cette étude servirait de preuve de concept que 
l'identification des partenaires d'interaction des prostaglandines synthetases pouvait mener 
à une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires encore incompris régulant cette 
importante famille d'enzymes et au développement de peptides pouvant moduler leur 
activité. 
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AVANT-PROPOS DE L'ARTICLE 
An interaction between L-prostaglandin D synthase and arrestin increases PGD2 
production 
Auteurs: Karine Mathurin, Maxime Gallant, Hugues-Allard-Chamard, Jessy Brisson, Artur 
de Brum Fernandes, Marc Caron, Stéphane Laporte et Jean-Luc Parent 
Statut de l'article : Soumis le 25 août 2010 à « The Journal of Biological Chemistry », 
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Avant-propos : Suite à l'interaction de la L-PGDS avec l'arrestine-3 découverte par 
double-hybride chez la levure effectué par le Dr. Laporte, Maxime Gallant et Jessy Brisson, 
co-auteurs de l'article, ont fait des essais préliminaires afin de confirmer l'interaction et de 
démontrer une fonction possible pour celle-ci. Par la suite, j 'ai reconfirmé ces résultats en 
plus de produire toutes les données montrées dans cet article. De plus, j 'ai écrit le manuscrit 
en grande partie avec l'aide de mon directeur de recherche, Jean-Luc Parent. 
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RÉSUMÉ DE L'ARTICLE 
La prostaglandine D synthetase de type lipocaline (L-PGDS) produit la PGD2, un 
médiateur lipidique impliqué entre autre dans le sommeil, la nociception et l'inflammation. 
Après avoir observé une interaction en double-hybride entre cette dernière et l'arrestine-3, 
une protéine adaptatrice multifonctionnelle, nous avons confirmé l'interaction à l'aide de 
plusieurs techniques. Dans cet article, nous montrons que la L-PGDS et l'arrestine-3 
interagissent de façon directe, grâce à des essais de GST-Pulldowns avec des protéines 
purifiées. Cette interaction est également observée dans un contexte cellulaire de protéines 
transfectées, les HEK 293, et endogènes, dans la lignée ostéoblastique MG-63. Une co-
localisation périnucléaire des deux protéines est présente dans les MG-63 qui produisent de 
la PGD2 de façon endogène. Cette co-localisation est induite par l'addition de la PGH2, le 
substrat des prostaglandines synthetases, ou par la co-expression de COX-2 dans les HEK 
293. L'inhibition de l'activité enzymatique de la L-PGDS dans les MG-63 promeut la 
redistribution des deux protéines vers le cytoplasme. Une localisation périnucléaire est 
également observée dans les fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) de type sauvage. 
Cependant, la L-PGDS est présente de façon plus diffuse dans les MEFs déficientes en 
arrestines 2 et 3, suggérant un rôle important des arrestines pour la localisation 
périnucléaire de la L-PGDS. Nous montrons également que l'arrestine-3 augmente la 
production de PGD2 médiée par la L-PGDS in vitro. De plus, la production de PGD2 
mesurée dans des cellules stimulées avec l'IL-ip est significativement plus faible dans les 
MEFs déficientes en arrestines que dans les MEFs de type sauvage. Cependant, cette 
réduction est réversible par la transfection d'arrestine-3. Nous avons également fait 
synthétiser un peptide correspondant à la région en acides aminés 86 à 100 sur l'arrestine-3, 
région identifiée comme étant importante pour sa liaison sur la L-PGDS. Ce peptide 
augmente la production de PGD2 médiée par L-PGDS in vitro et dans les MG-63. Avec ces 
résultats, nous démontrons pour la première fois qu'une prostaglandine D synthetase peut 
être modulée par une protéine, l'arrestine-3. Ces nouvelles informations améliorent non 
seulement la compréhension de la régulation des prostaglandines synthetases, mais peuvent 
55 
aider à développer des thérapies alternatives aux inhibiteurs de cyclooxygénases dans le 
traitement de maladies inflammatoires. 
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L-type prostaglandin synthase (L-PGDS) produces PGD2, a lipid mediator involved in 
neuromodulation and inflammation. Here, we show that L-PGDS and arrestin-3 interact 
directly and can be co-immunoprecipitated endogenously from MG-63 osteoblasts. 
Perinuclear L-PGDS/Arr3 co-localization is observed in PGD2-producing MG-63 cells and is 
induced by addition of the L-PGDS substrate or co-expression of COX-2 in HEK293 cells. 
Inhibition of L-PGDS activity in MG-63 cells triggers redistribution of Arr3 and L-PGDS to 
the cytoplasm. Perinuclear localization of L-PGDS is detected in wild-type MEFs but is more 
diffused in MEFs-arr-2(/)-arr-3(/~\ Arrestin-3 promotes PGD2 production by L-PGDS in 
vitro. IL-ip -induced PGD2 production is significantly lower in MEFs-arr-2(/)-arr-3(/)than in 
wild-type MEFs, but can be rescued by expressing Arr3. A peptide corresponding to amino 
acids 86-100 of arrestin-3 derived from its L-PGDS-binding domain stimulates L-PGDS-
mediated PGD2 production in vitro and in MG-63 cells. We report the first characterization 
of an interactor/modulator of a PGD2 synthase and the identification of a new function for 
arrestin, which may open new opportunities for improving therapies for the treatment of 
inflammatory diseases. 
Prostaglandins (PGs) are lipid mediators formed from arachidonic acid through the action 
of cyclooxygénases (COXs). COXs convert arachidonic acid released from the plasma membrane to 
an intermediate substrate, PGH2, which is metabolized by specific synthases to produce PGs like 
PGD2 (Giles & Leff, 1988, Ito et al, 1989). PGD2 is involved in various physiological processes 
such as vasodilatation, bronchoconstriction (Hardy et al, 1984), regulation of pain (Eguchi et al, 
1999) and sleep (Ueno et al, 1983), but is also implicated in inflammatory responses such as asthma 
(Matsuoka et al, 2000) and atherosclerosis (Ishizuka et al, 2004). PGD2 was shown to exhibit anti-
inflammatory properties as well, since increased levels of PGD2 are observed during the resolution 
phase of inflammation (Gilroy et al, 1999, Ianaro et al, 2001, Vong et al, 2010). Recent work by 
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our group showed that PGD2 displays anabolic properties in bone (Gallant et al, 2005, Gallant et al, 
2010). 
There are two types of prostaglandin D2 synthase (PGDS). The hematopoietic PGDS (H-
PGDS) is glutathione-requiring (Urade & Eguchi, 2002) and is expressed mainly in mast cells 
(Urade et al, 1990), megakaryocytes (Fujimori et al, 2000) and T-helper 2 lymphocytes(Tanaka et 
al, 2000). The lipocalin-type PGDS (L-PGDS), also called P-trace, is glutathione-independent and 
is expressed abundantly in the central nervous system (Blodorn et al, 1996, Urade et al, 1985), the 
heart (Eguchi et al, 1997), the retina (Beuckmann et al, 1996), and the genital organs (Gerena et al, 
2000). L-PGDS is also the only enzyme among the members of the lipocalin gene family and binds 
small lipophilic substances like retinoic acid (Tanaka et al, 1997), bilirubin (Beuckmann et al, 1999) 
and gangliosides (Mohri et al, 2006). 
The arrestin family consists of ubiquitously expressed arrestin-2 and -3 (also known as p-
arrestin-1 and -2) and two retinal arrestins (Lefkowitz & Whalen, 2004). Arrestin-2 and -3 are 
multifunctional molecules, in addition to their well-known role in desensitization and internalization 
of G protein-coupled receptors (Gurevich & Gurevich, 2004). The identification of numerous non-
receptor binding partners has expanded their functions to protein ubiquitination, chemotaxis, 
apoptosis, mitogen-activated protein kinases activation (McDonald et al, 2000, Song et al, 2009), 
osteoclastogenesis inhibition (Pierroz et al, 2009) and regulation of the interleukin 1 (IL-1) pathway 
(Wang et al, 2006). 
It is remarkable how very little is known about the interaction partners and the mechanisms 
regulating the activity of PG synthases considering their crucial physiological and pathological roles 
and the clinical problems associated with the long-term use of COX inhibitors. Here we show that 
arrestin-3 interacts with L-PGDS and increases L-PGDS-mediated PGD2 production. An arrestin-3 
peptide was identified as capable of inducing PGD2 production by L-PGDS. This is important 
because it shows that by identifying interacting partners of PG synthases we can not only further 
our understanding of the scarcely documented regulatory mechanisms of these critical enzymes, but 
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also provide approaches to identify potentially active small molecules that can modulate their 
activity. This could constitute an alternative approach for the development of modulators of 
prostaglandin synthases. 
Results 
L-PGDS directly interacts with arrestin-3 
L-PGDS was identified as a potential arrestin-3 (Arr3) partner during a yeast two-hybrid screen of a 
Human HeLa cell Matchmaker cDNA library using Arr3 as bait. As shown in Fig. 1 A, strong 
growth on Tip", Leu", His" and Ade" medium was present only in yeast strain pJ69-4a transformed 
with pAS2.1-Arr3 and pGADGH-L-PGDS constructs, while minor growth was observed in yeast 
cells transformed with pAS2.1 and pGADGH-L-PGDS, indicating that L-PGDS is interacting with 
Arr3. No growth was observed in yeast cells transformed with pAS2.1-Arr3 and pGADGH-H-
PGDS, the other PGD2 synthase, suggesting that Arr3 specifically interacts with L-PGDS (data not 
shown). Strong growth was also observed on Tip", Leu", His" and Ade" medium in yeasts 
transformed with pAS2.1-Arr2 and pGADGH-L-PGDS (data not shown), indicating that L-PGDS 
also interacts with Arr2. To further confirm the interaction between L-PGDS and Arr3 and to 
determine if this interaction was direct, we performed an in vitro binding assay using the purified 
recombinant L-PGDS fused to glutathione S-transferase (GST), GST-L-PGDS, along with the 
purified recombinant Arr3 fused to His (His6-Arr3). The results presented in Fig. IB illustrate that 
Arr3 binds to glutathione-Sepharose-bound GST-L-PGDS and not to glutathione-Sepharose-bound 
GST, showing that L-PGDS can interact directly with Arr3. 
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Figure 1: The interaction between L-PGDS and Arr3 is direct. 
(A) A yeast two-hybrid screen was performed using the Arr3 as bait on a Human HeLa 
MATCHMAKER cDNA Library. The interaction between L-PGDS and Arr3 was 
confirmed in pJ69-4a yeasts transformed with the indicated constructs grown on the 
selective yeast medium Trp-, Leu-, His- and Ade-. (B) GST-pulldown assays were carried 
out using purified glutathione-Sepharose-bound GST (control) or GST-LPGDS that was 
incubated with purified recombinant His6-Arr3 protein. The binding of Arr3 was detected 
by immunoblotting (IB) using a His6-specific monoclonal antibody, and the GST fusion 
proteins present in the binding reactions were detected using a GST-specific polyclonal* 
antibody. Blots shown are representative of three independent experiments. 
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To investigate whether L-PGDS and Arr3 interact in a cellular context, we performed 
immunoprecipitation experiments in HEK293 cells transfected with pcDNA3-Arr3-myc and 
pcDNA3-L-PGDS-HA in the presence or absence of PGH2, the L-PGDS substrate. Cell lysates 
were incubated with a HA-specific monoclonal antibody, and co-immunoprecipitated Arr3 was 
detected by Western blot analysis with a myc polyclonal antibody. Our results demonstrate that 
Arr3-myc was modestly co-immunoprecipitated with L-PGDS in the absence of PGH2 (Fig. 2A). 
However, the L-PGDS/Arr3 co-immunoprecipitation was strongly increased by the addition of 
PGH2 (Fig. 2A). Co-immunoprecipitation experiments were also performed on endogenous 
proteins in the MG-63 osteoblast cell line, which produces PGD2 endogenously (Gallant et al, 2005) 
contrary to HEK293 cells. Cell lysates were incubated with an L-PGDS-specific monoclonal 
antibody or with an isotypic normal mouse IgG as a negative control, and co-immunoprecipitated 
Arr3 was detected by Western blot analysis with an Arr3 polyclonal antibody. As shown in Fig. 
2B, endogenous Arr3 co-immunoprecipitated with endogenous L-PGDS in MG-63 cells. 
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Figure 2: Arr3 and LPGDS interact in a cellular context. 
(A) HEK293 cells were transiently transfected with HA-tagged L-PGDS and myc-tagged 
Arr3 constructs and were stimulated or not with 5 pM PGH2 for 15 min. 
Immunoprecipitations of L-PGDS were performed using an HA-specific monoclonal 
antibody and immunoblotting was performed with HA- or myc-specific polyclonal 
antibodies. (B) Immunoprecipitation of endogenous L-PGDS in the MG-63 osteoblast cell 
line was performed using an L-PGDS-specific monoclonal antibody (endo), whereas a 
normal mouse anti-IgG isotype antibody was used as a control. Immunoblotting was 
performed with L-PGDS- or Arr3-specific polyclonal antibodies. Blots shown are 
representative of three independent experiments. 
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Co-localization of L-PGDS with Arr3 
The possible co-localization of L-PGDS with Arr3 was studied by confocal microscopy first in 
HEK293 cells expressing Arr3-GFP and L-PGDS-HA. Arr3 and L-PGDS were both predominantly 
associated with vesicular structures in the cytoplasm, whereas Arr3 was also detected at the cell 
membrane (Fig. 3 A). The scarcity of yellow pixels in the merged image (Fig. 3 A, c) and analysis of 
the corresponding pixel fluorogram (Fig. 3 A, d) show a low degree of co-localization between Arr3 
and L-PGDS in basal conditions. Because PGH2 enhanced the L-PGDS/Arr3 interaction (Fig. 2A), 
co-localization of the two proteins was also studied after the addition of the L-PGDS substrate. 
Adding PGH2 significantly increased the number of co-localizing pixels between L-PGDS and 
Arr3, particularly in the perinuclear region (Fig. 3 A, o) after 60 min of treatment. 
Cellular distribution of endogenous Arr3 and L-PGDS was also examined in MG-63 osteoblasts. 
Intriguingly, localization of Arr3 and L-PGDS was predominantly in the nuclear region in basal 
conditions in MG-63 cells (Fig. 3B, a and b) with a high degree of co-localization between the two 
proteins (Fig.3B, c and d) that was not promoted by treatment with PGH2 (data not shown). The 
specificity of Arr3 detection in the nuclear region was demonstrated by using a blocking peptide 
(Fig. SI A, e) and by studying the localization of transfected Arr3-GFP in MG-63 cells (Fig. SIB, 
a). Contrary to HEK293 cells, MG-63 cells express COX enzymes and produce significant levels of 
PGH2 (Li et al, 2006) and PGD2 (Gallant et al, 2005) endogenously. We thus reasoned that 
inhibiting L-PGDS activity could perhaps modify the intracellular distribution of L-PGDS and Arr3 
in MG-63 cells. Incubation of MG-63 cells with SeCl4, a PGDS inhibitor (Matsumura et al, 1991, 
Qu et al, 2006), resulted in a marked redistribution of Arr3 out of the nuclear region to cytoplasmic 
punctates (Fig. 3B, e). The change in L-PGDS distribution was less radical following SeCl4 
treatment: L-PGDS remained largely in the perinuclear region but appeared more diffused (Fig. 3B, 
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f). Consequently, co-localization of Arr3 with L-PGDS was drastically reduced in MG-63 cells 
when L-PGDS activity was inhibited (Fig. 3B, g and h). 
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Figure 3: Co-localization analysis of Arr3 and L-PGDS by confocal 
immunofluorescence microscopy. 
(A) HEK293 cells were transiently transfected with Arr3-GFP and L-PGDS-HA constructs 
and were treated with vehicle (upper panel) or 5 |iM PGH2 (lower panel) for 15 min to 
stimulate L-PGDS enzymatic activity. Cells were then fixed and prepared as described in 
Materials and Methods. Arr3-GFP is shown in green while L-PGDS was visualized using 
anti-HA monoclonal and Alexa Fluor 546-conjugated anti-mouse IgG antibodies (red). 
Overlays of staining patterns (c, g, k, o) and the corresponding pixel fluorograms (d and h) 
are also shown (abscissa: red color and ordinate: green color). A high degree of co-
localization is revealed by a diagonal distribution (at 45°) of the dots on the fluorogram, 
whereas a lack of co-localization is characterized by two distinct populations with a 
minimal overlap of dots distributed toward the red and green axes, respectively. Scale bars, 
10 \xm. (B) MG-63 cells were treated with vehicle (upper panel) or 100 |uM SeCl4 (lower 
panel) to inhibit PGDS enzymatic activity for 15 min. Arr3 was visualized using anti-Arr3 
monoclonal antibody and Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG antibodies (green, a 
and e) while L-PGDS was revealed with anti-L-PGDS polyclonal and Alexa Fluor 546-
conjugated anti-rabbit IgG antibodies (red, b and f). Overlays of staining patterns (c and g) 
and the corresponding pixel fluorograms (d and h) are shown. Scale bars, 10 |j,m. 
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The effect of increased PGH2 levels from endogenously produced arachidonic acid on the 
localization of L-PGDS was also studied in HEK293 by over-expressing COX-2. Expression of 
COX-2 alone with L-PGDS did not alter the distribution of L-PGDS (compare Fig. 3 A, b to Fig. 
( 
4A, b). However, when Arr3 was co-expressed, L-PGDS redistributed to the perinuclear region in 
presence of COX-2 (Fig. 4A, f). 
The role of Arr in L-PGDS distribution was also investigated in mouse embryonic fibroblast (MEF) 
cell from WT mice and mice lacking both Arr2 and Arr3. Interestingly, confocal microscopy of 
wild-type MEFs expressing both endogenous Arrs and transfected with an HA-tagged L-PGDS 
construct revealed prominent localization of L-PGDS in the perinuclear region and the nucleus (Fig. 
4B, top panel), while the same construct was more equally distributed in MEFs-Arr double KO cells 
(Fig. 4B, lower panel). Moreover, L-PGDS was more abundant in the cytoplasmic fraction of 
MEFs-Arr double KO cells than of wild-type MEFs, as assessed by Western blot (Fig. 4C). 
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Figure 4: Arr3 targets L-PGDS to the perinuclear region 
(A) HEK293 cells were transiently transfected with the indicated constructs and then fixed 
and prepared as described in Materials and Methods. Arr3-GFP is shown in green while L-
PGDS was visualized using anti-HA monoclonal and Alexa Fluor 546-conjugated anti-
mouse IgG antibodies (red). COX-2 was visualized using anti-myc polyclonal and Alexa 
Fluor 633-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (blue). Overlays of staining patterns (d 
and h) are also shown. Scale bars, 10 \im. (B) MEFs wt or Arr dko were transiently 
transfected with L-PGDS-HA construct and cells were then fixed and prepared as described 
in Materials and Methods. L-PGDS was visualized using anti-L-PGDS polyclonal and 
Alexa Fluor 546-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (red) while the nucleus was stained 
with Hoescht and is shown in blue. Overlays of staining patterns (c and f) are also shown. 
Scale bars, 10 |nm. (C) Lysates from MEFs wt or Arr dko were separated into cytoplasmic 
(C) and nuclear (N) fractions as described in Materials and Methods. Immunoblotting was 
performed with L-PGDS, Shp2 (cytoplasmic control) or lamin A/C (a nuclear control) 
specific polyclonal antibodies. Blots shown are representative of three independent 
experiments. 
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L-PGDS-mediated PGD2 production is modulated by Arr3 
Next, we were interested in determining if Arr3 modulated PGD2 production by L-PGDS. We 
performed in vitro experiments using purified recombinant L-PGDS incubated with increasing 
amounts of purified Arr3 in the presence of the L-PGDS substrate PGH2, and PGD2 production was 
measured by competitive ELIS A. As shown in Fig. 5 A, incubation of L-PGDS with an equal molar 
ratio of Arr3 brought a 60% increase in PGD2 production when compared to L-PGDS alone, while 
two to five fold excess of Arr3 failed to further increase it. We next explored whether Arr3 
modulated L-PGDS-mediated PGD2 production in cells. Wild-type MEFs and MEFs lacking either 
Arr2 or Arr3, or lacking both were incubated with PGH2. Fig. 5B shows that PGD2 production was 
decreased by -25% in MEFs lacking Arr2 or Arr3 and by 40% in MEFs lacking both arrestins, 
compared to wild-type MEFs. 
To put this new function in a physiologically relevant context, we stimulated MEFs with IL-ip, a 
pro-inflammatory cytokine, which can stimulate prostanoids synthesis by stimulating the expression 
of COX-2 (Mifflin et al, 2002, Molina-Holgado et al, 2000). PGD2 production was decreased by 
50% in MEFs lacking both arrestins, in comparison with wild-type MEFs (Fig. 5C) following 
stimulation with IL-ip. Expressing Arr3 in MEFs-Arr dko brought the level of PGD2 production 
back to that observed in wild-type MEFs (Fig.5C), indicating that arrestins contribute to increased 
PGD2 production following stimulation with IL-ip in MEFs. 
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Figure 5: Arr3 modulates L-PGDS-mediated PGD2 production. 
(A) His6-L-PGDS was incubated with the indicated molar ratio of empty pRSETa vector 
control flow through (0:1) or His6-Arr3, and PGD2 production was stimulated by the 
addition of 0.5 pM PGH2 for 1 min. Reactions were stopped with 0.4 mg/ml of SnCl2 and 
PGD2 was then measured with commercially available enzyme-linked immunoassays. (B) 
Wild-type mouse embryonic fibroblasts (MEFs wt), lacking Arr2 (MEFs Arr2 k/o), Arr3 
(MEFs Arr3 k/o) or both arrestins (MEFs Arr dk/o) were pre-incubated with 100 |uM HQL-
79 for 15 min to inhibit H-PGDS and were stimulated with 5 pM PGH2 for 15 min. 
Supernatants were assessed for PGD2 production with commercially available enzyme-
linked immunoassays. (C) Wild-type mouse embryonic fibroblasts (MEFs wt), lacking 
both arrestins (MEFs Arr dk/o) or MEFs Arr dk/o transfected with Arr3-myc were starved 
with DMEM without FBS 24 h prior to stimulation with 5 ng/ml of IL-ip for 16 h. 
Supernatants were assessed for PGD2 production with commercially available enzyme-
linked immunoassays. All values are mean ± SE from at least three separate experiments. 
*p < 0.05, **p < 0.01 or ***p < 0.001. 
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Determination of the L-PGDS-binding domain on Arr3 
In order to identify the Arr3 domain involved in the interaction with L-PGDS, we generated 
truncated mutants of Arr3 that were introduced in the pGEX-4-Tl vector (Fig. 6A). These 
truncated mutants were then purified as GST-fusion proteins and used in GST pulldown assays with 
purified (His)6-tagged L-PGDS. Complexed proteins were analyzed by immunoblotting with a His-
specific monoclonal antibody to detect the presence of L-PGDS. Specific interactions with L-PGDS 
were observed for the GST-Arr3 and GST-Arr3 1-201 constructs, indicating that L-PGDS binds to 
the N-terminal region of Arr3 (Fig. 6A). Very little specific L-PGDS binding to the GST-
Arr3 201-409 construct was observed, close to what was observed for GST alone, throughout the 
different experiments that were performed. We thus decided to further characterize the Arr3 1-201 
domain involved in L-PGDS binding by generating truncated GST-mutants of this N-terminal 
region of Arr3 (Fig. 6B) that were used in the L-PGDS pulldown assays. Immunoblotting of the 
binding reactions revealed that only the region of Arr3 comprised of amino acids,56-100 was able 
to bind to L-PGDS (Fig. 6B), suggesting that this domain is the major L-PGDS-interacting site on 
Arr3. 
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Figure 6: Identification of the Arr3 domain involved in L-PGDS binding 
The binding assays were carried out using purified glutathione-Sepharose-bound GST-
truncated mutants of the full length (A) or the N-terminal region (B) of Arr3 (represented 
schematically), which were incubated with purified recombinant (His)6-L-PGDS. The 
binding of L-PGDS was detected by immunoblotting (IB) using a (HisVspecific 
monoclonal antibody, and the GST fusion proteins present in the binding reaction were 
detected using a GST-specific polyclonal antibody. Blots shown are representative of three 
independent experiments. (C) (His)ô-L-PGDS was incubated with pRSETa flow through 
(control, 100%) or equivalent molar ratio of (His)6-Arr3 or (His)6-Arr3 56-100 and PGD2 
production was stimulated by the addition of 0.5 |LIM PGH2 for 1 min. Reactions were 
stopped with 0.4 mg/ml of SnCl2 and PGD2 was then measured with commercial enzyme-
linked immunoassays. All values are mean ± SE from at least three separate 
experiments.*p < 0.05. 
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Arr3 peptides increase PGD2 production by L-PGDS 
We then assessed whether amino acids 56-100 of Arr3 were sufficient to enhance PGD2 production 
by L-PGDS in vitro. L-PGDS-mediated PGD2 production was measured in presence of purified 
His6-Arr3 or -Arr3 56-100 proteins as described above. As expected, addition of full length Arr3 
increased levels of PGD2 measured by 115%, in comparison with L-PGDS alone (Fig. 6C). 
Interestingly, incubation of L-PGDS with Arr3 56-100 enhanced PGD2 production by 145%, 
demonstrating that amino acids 56-100 of Arr3 are sufficient to modulate PGD2 production by L-
PGDS in vitro. 
As schematically represented in Fig. 7A, 4 overlapping peptides of 15 amino acids corresponding to 
the region comprised of residues 56-100 of Arr3 were synthesized. Their effects on L-PGDS-
mediated PGD2 production was measured in vitro as above. Peptides Arr3 76-90 and Arr3 86-100 
increased PGD2 production by L-PGDS by roughly 100% in vitro, while the effects of the Arr3 56-
70 and Arr3 65-79 peptides were less significant (Fig. 7A). The Arr3 86-100 peptide and its 
scrambled sequence were then synthesized in fusion with the YGRKKRRQRRRGGG transduction 
peptide of the HIV TAT protein (Fig. 7B) to facilitate peptide entry into MG-63 cells. The cells 
were pre-incubated with the TAT-peptides for 1 hour and PGD2 production was measured 15 min 
after the addition of PGH2. Quite interestingly, PGD2 production was roughly twice as high in MG-
63 cells treated with the TAT-Arr3 86-100 peptide comparatively to cells treated with the control 
TAT scrambled peptide (Fig. 7B). 
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Figure 7: Arr3 peptides derived from the L-PGDS binding domain enhance PGD2 
production by L-PGDS 
(A) Schematic representation of peptides synthesized and used in PGD2 production in vitro 
assays. (His)6-L-PGDS was incubated with equivalent molar ratio of pRSETa, (His)6-Arr3 
or indicated peptides and PGD2 production was stimulated by the addition of 0.5 |uM PGH2 
for 1 min. Reactions were stopped with 0.4 mg/ml of SnCl2 and PGD2 was then measured 
with commercial enzyme-linked immunoassays. (B) Schematic representation of TAT-
peptides synthesized and used in PGD2 production in cells. MG-63 cells were pre-incubated 
with 100 \M of TAT-Scrambled (Scr) or TAT-Arr3 86-100 peptides for 1 h and with 100 
|jM HQL-79 for 15 min. Cells were then stimulated with 5 |aM PGH2 for 15 min. 
Supernatants were assessed for PGD2 production by commercial enzyme-linked 
immunoassays. All values are mean ± SE from at least three separate experiments. **p < 
0.05 or ***p< 0.001. 
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Discussion 
Prostaglandin synthases recently garnered much interest because of their therapeutic potential, a 
fact that was reinforced by the clinical problems associated with the long-term use of COX 
inhibitors. However, little is known about the regulation of these enzymes and their interacting 
partners. In the present study, we have demonstrated that one of the two synthases that produce 
PGD2, L-PGDS, interacts with the scaffold protein Arr3. 
A direct interaction between L-PGDS and Arr3 was suggested by our yeast two-hybrid screen and 
confirmed by the pulldown assays using purified recombinant proteins. Co-immunoprecipitation 
studies in HEK293 cells, which do not express COX enzymes (Murakami et al, 1999), showed that 
L-PGDS and Arr3 interacted weakly in basal conditions. This interaction was however robustly 
promoted by the addition of the L-PGDS substrate, PGH2. Corroborating these results, confocal 
microscopy revealed weak co-localization between L-PGDS and Arr3 under basal conditions in 
HEK293 cells; but this co-localization was strongly increased in the perinuclear region after 
treatment with PGH2. Expression of COX-2 in HEK293 cells to produce PGH2 did not affect the 
intracellular distribution of L-PGDS. However, co-expression of Arr3 under those conditions 
resulted in localization of L-PGDS in the perinuclear region. Furthermore, confocal 
immunofluorescence microscopy and fractionation experiments showed that L-PGDS was more 
abundant in the cytoplasm of MEFs arrestin double KO cells than in wild-type MEFs. Importantly, 
co-immunoprecipitation and co-localization between the two endogenous proteins was 
demonstrated in PGD2-producing MG-63 cells. Surprisingly, Arr3 demonstrated strong 
immunofluorescence staining in the nuclear region where it co-localized with L-PGDS. Inhibition 
of PGDS activity with SeCl4 (Matsumura et al, 1991, Qu et al, 2006) resulted in a significant 
redistribution of Arr3 to the cytoplasm while L-PGDS redistribution was subtle but still more 
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diffused than in untreated cells. Taken altogether, our results suggest that 1) arrestin is involved in 
localizing L-PGDS in the perinuclear region when PGH2 is present, either when added exogenously 
or when produced by COX-2, and 2) co-localization between L-PGDS and Arr3 in the perinuclear 
region appears to be regulated by L-PGDS activity. 
L-PGDS has been reported to localize to the rough endoplasmic reticulum, the outer nuclear 
membrane, the Golgi apparatus, lysosomes, multivesicular bodies and endocytic vesicles of various 
cell types (Nagasaka et al, 2004, Urade et al, 1987). Arr3 is known to be distributed in the 
cytoplasm and associated to plasma and endosomal membranes. Arr3 is predominantly found out of 
the nucleus due to the presence of its two-leucine nuclear export signal (Scott et al, 2002). 
However, Neuhaus et al reported Arr3 to be localized in the nucleus of HEK293 cells and mature 
spermatozoa (Neuhaus et al, 2006). Our results show co-localization of L-PGDS and Arr3 at the 
nuclear envelope and the perinuclear region (in the endoplasmic reticulum in HEK293 cells, data 
not shown). The limit of resolution of our confocal microscopy does not allow us to ascertain 
whether or not there is Arr3- or L-PGDS-associated immunofluorescence within the nucleus. COX-
1 is located in the endoplasmic reticulum and perinuclear membranes, whereas COX-2 resides 
predominantly in the perinuclear envelope (Morita et al, 1995). The difference in Arr3 and L-
PGDS localization under basal conditions between HEK293 and MG-63 cells could be due to the 
presence of endogenous COX, L-PGDS and PGH2 in MG-63 cells. Arr3 co-expression brings 
perinuclear localization of L-PGDS when COX-2 was expressed in HEK293 cells. We propose that 
Arr3 participates in localizing L-PGDS in the vicinity of COX enzymes where it would get access 
to its COX-derived substrate, PGH2, resulting in greater production of PGD2. 
A cellular role was demonstrated for Arr3 in L-PGDS-mediated PGD2 production in MEFs. MEFs 
lacking both Arr2 and Arr3 showed a -40% decrease in PGD2 production compared to wild-type 
MEFs after the addition of PGH2. Similarly, stimulation with the pro-inflammatory cytokine IL-ip 
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resulted in -50% less PGD2 produced in MEFs arrestin double KO cells than in wild-type MEFs. 
Transfection of Arr3 in MEFs arrestin double KO cells brought the PGD2 production back to wild-
type MEFs levels in response to IL-ip treatment. These results suggest that arrestin plays a 
significant, but not essential role in L-PGDS-mediated PGD2 production. Its function may reside in 
modulating PGD2 production in response to particular stimuli. PGD2 has been reported to be pro-
inflammatory, but also to be involved in the resolution of inflammation when produced in high 
concentrations (Gilroy et al, 1999, Ito et al, 1989, Vong et al, 2010)Further work will be necessary 
to determine if arrestin-mediated increase in PGD2 production participates in the development 
and/or resolution of IL-ip -induced inflammation. Our data with IL-lp establish a new role for 
arrestin in linking inflammatory cytokine cell surface receptor signalling to intracellular 
prostaglandin synthesis. 
Our study not only indicates that Arr3 could facilitate PGD2 production by bringing L-PGDS in the 
vicinity of COX enzymes, and thus of its PGH2 substrate, but that it can also increase L-PGDS 
enzymatic activity. Experiments performed with purified proteins in vitro showed that Arr3 
stimulated L-PGDS to produce PGD2 optimally at a molar ratio of 1:1. Identification of residues 56 
to 100 of Arr3 as the binding site for L-PGDS allowed us to generate two Arr3 peptides comprised 
of amino acids 76-90 and 86-100 that nearly doubled PGD2 production by L-PGDS in vitro. 
Interestingly, this region of Arr3 is similar in Arr2 which also interacts with and regulates L-PGDS 
(data not shown), but differs in visual arrestins, and is largely located on a loop region that is easily 
accessible for protein-protein interactions (Han et al, 2001). It was shown that the proline-rich 
region 88-96 in non-visual arrestins is in part responsible for binding to the SH3 domain of Src 
family kinases such as c-Src (Luttrell et al, 1999) and Hck (Barlic et al, 2000). This raises the 
interesting possibility that the L-PGDS-Arr3 functional interaction could be regulated by members 
of the Src family kinases and associated cell signalling pathways. 
We were enthused when L-PGDS-mediated PGD2 production in MG-63 cells was increased almost 
twofold by the TAT-Arr3 86-100 fusion peptide compared to the control TAT-Arr3 scrambled 
peptide. One goal of our laboratory is to characterize the interacting partners of prostaglandin 
synthases to further our understanding of these critical enzymes, but also to identify the interacting 
domains to derive peptides that could potentially modulate prostaglandin production. The data 
presented here show that this approach was successful for L-PGDS and should be applicable to 
other prostaglandin synthases. Increasing PGD2 levels could be beneficial in a number of 
conditions. For example, PGD2 is an endogenous sleep-promoting substance (Ram et al, 1997) and 
administration of selenium compounds markedly suppresses sleep (Matsumura et al, 1991, 
Takahata et al, 1993). Higher levels of PGD2 could help to resolve insomnia (Urade & Hayaishi, 
2000) and inflammation (Gilroy et al, 1999, Gilroy et al, 2003). The importance of PGD2 in the 
induction and maintenance of remission from ulcerative colitis was recently highlighted (Vong et al, 
2010). Its best studied metabolite, 15d-PGJ2, stimulates PPAR-y, which in turn mediates anti-
inflammatory effects (Bell-Parikh et al, 2003, Bishop-Bailey & Hla, 1999, Ide et al, 2003, Jiang et 
al, 1998, Ricote et al, 1998). Our group also demonstrated that PGD2 has a positive influence on 
bone anabolism (Gallant et al, 2005, Gallant et al, 2010). Thus, modulating the interaction between 
arrestins and L-PGDS could turn out to have great therapeutic value towards inflammatory diseases. 
In conclusion, we report an L-PGDS-Arr3 interaction that modulates PGD2 production. This is the 
first characterization of an interacting partner for L-PGDS and the identification of a new function 
for non-visual arrestins. Our findings also indicate that detailed analysis of the binding domains 
between a prostaglandin synthase and an interacting partner can lead to the generation of 
modulators of prostaglandin synthesis. 
79 
Acknowledgments 
We thank Dr R.J. Lefkowitz for kindly providing MEF cells. K.M., M.A.G. and H.A.C. received 
studentships from the FRSQ. K.M. and M.A.G. were also supported by fellowships for the 
Canadian Arthritis Network during part of this work. J-L.P. receives a "Chercheur boursier senior" 
salary support from the FRSQ and is the recipient of the André-Lussier Research Chair in 
Rheumatology. SAL holds a Canada Research Chair in Molecular Endocrinology. This work was 
supported by a grant from CMR to A.d.B.F. and J.-L.P. 
Abbreviations List 
Arr, arrestin; COX, cyclooxygenase; FBS, fetal bovine serum; GFP, green-fluorescent protein; 
GST, glutathione S-transferase; HEK 293, human embryonic kidney cells 293; IB, immunoblot; 
IP, immunoprecipitation; IL-ip, interleukin 1 beta; ko, knockout; dko, double knockout; L-PGDS, 
lipocalin-type prostaglandin D synthase; MEF, mouse embryonic fibroblast; PG, prostaglandin; 
PGD2, prostaglandin D2; PGH2, prostaglandin H2; PPAR-y, peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma; TAT, transactivator of transcription. 
References 
Amirand C, Viari A, Ballini JP, Rezaei H, Beaujean N, Jullien D, Kas E, & Debey P (1998) Three 
distinct sub-nuclear populations of HMG-I protein of different properties revealed by co-
localization image analysis. J Cell Sci 111 (Pt 23): 3551-3561 
Aritake K, Kado Y, Inoue T, Miyano M, & Urade Y (2006) Structural and functional 
characterization of HQL-79, an orally selective inhibitor of human hematopoietic prostaglandin D 
synthase. J Biol Chem 281: 15277-15286 
Barlic J, Andrews JD, Kelvin AA, Bosinger SE, DeVries ME, Xu L, Dobransky T, Feldman RD, 
Ferguson SS, & Kelvin DJ (2000) Regulation of tyrosine kinase activation and granule release 
through beta-arrestin by CXCRI. Nat Immunol 1: 227-233 
80 
Bell-Parikh LC, Ide T, Lawson JA, McNamara P, Reilly M, & FitzGerald GA (2003) Biosynthesis 
of 15-deoxy-deltal2,14-PGJ2 and the ligation of PPARgamma. J Clin Invest 112: 945-955 
Beuckmann CT, Aoyagi M, Okazaki I, Hiroike T, Toh H, Hayaishi O, & Urade Y (1999) Binding 
of biliverdin, bilirubin, and thyroid hormones to lipocalin-type prostaglandin D synthase. 
Biochemistry 38: 8006-8013 
Beuckmann CT, Gordon WC, Kanaoka Y, Eguchi N, Marcheselli VL, Gerashchenko DY, Urade Y, 
Hayaishi O, & Bazan NG (1996) Lipocalin-type prostaglandin D synthase (beta-trace) is located in 
pigment epithelial cells of rat retina and accumulates within interphotoreceptor matrix. JNeurosci 
16:6119-6124 
Bishop-Bailey D & Hla T (1999) Endothelial cell apoptosis induced by the peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR) ligand 15-deoxy-Deltal2, 14-prostaglandin J2. J Biol Chem 274: 17042-
17048 
Blodorn B, Mader M, Urade Y, Hayaishi O, Felgenhauer K, & Bruck W (1996) Choroid plexus: the 
major site of mRNA expression for the beta-trace protein (prostaglandin D synthase) in human 
brain. Neurosci Lett 209: 117-120 
Eguchi N, Minami T, Shirafuji N, Kanaoka Y, Tanaka T, Nagata A, Yoshida N, Urade Y, Ito S, & 
Hayaishi O (1999) Lack of tactile pain (allodynia) in lipocalin-type prostaglandin D synthase-
deficient mice. Proc Natl Acad Sci USA96: 726-730 
Eguchi Y, Eguchi N, Oda H, Seiki K, Kijima Y, Matsu-ura Y, Urade Y, & Hayaishi O (1997) 
Expression of lipocalin-type prostaglandin D synthase (beta-trace) in human heart and its 
accumulation in the coronary circulation of angina patients. Proc Natl Acad Sci USA94: 14689-
14694 
Fujimori K, Kanaoka Y, Sakaguchi Y, & Urade Y (2000) Transcriptional activation of the human 
hematopoietic prostaglandin D synthase gene in megakaryoblastic cells. Roles of the oct-1 element 
in the 5f-flanking region and the AP-2 element in the untranslated exon I. J Biol Chem 275: 40511-
40516 
Gallant MA, Chamoux E, Bisson M, Wolsen C, Parent JL, Roux S, & de Brum-Fernandes AJ 
(2010) Increased concentrations of prostaglandin D2 during post-fracture bone remodeling. J 
Rheumatol 37: 644-649 
Gallant MA, Samadfam R, Hackett JA, Antoniou J, Parent JL, & de Brum-Fernandes AJ (2005) 
Production of prostaglandin D(2) by human osteoblasts and modulation of osteoprotegerin, 
RANKL, and cellular migration by DP and CRTH2 receptors. J Bone Miner Res 20: 672-681 
Gerena RL, Eguchi N, Urade Y, & Killian GJ (2000) Stage and region-specific localization of 
lipocalin-type prostaglandin D synthase in the adult murine testis and epididymis. JAndrol 21: 848-
854 
Gietz RD & Woods RA (2002a) Screening for protein-protein interactions in the yeast two-hybrid 
system. Methods Mol Biol 185: 471-486 
Gietz RD & Woods RA (2002b) Transformation of yeast by lithium acetate/single-stranded carrier 
DNA/polyethylene glycol method. Methods Enzymol 350: 87-96 
81 
Giles H & Leff P (1988) The biology and pharmacology of PGD2. Prostaglandins 35: 277-300 
Gilroy DW, Colville-Nash PR, McMaster S, Sawatzky DA, Willoughby DA, & Lawrence T (2003) 
Inducible cyclooxygenase-derived 15-deoxy(Delta)12-14PGJ2 brings about acute inflammatory 
resolution in rat pleurisy by inducing neutrophil and macrophage apoptosis. FASEB J17: 2269-
2271 
Gilroy DW, Colville-Nash PR, Willis D, Chivers J, Paul-Clark MJ, & Willoughby DA (1999) 
Inducible cyclooxygenase may have anti-inflammatory properties. Nat Med 5: 698-701 
Gurevich VV & Gurevich EV (2004) The molecular acrobatics of arrestin activation. Trends 
Pharmacol Sci 25: 105-111 
Han M, Gurevich VV, Vishnivetskiy SA, Sigler PB, & Schubert C (2001) Crystal structure of beta-
arrestin at 1.9 A: possible mechanism of receptor binding and membrane Translocation. Structure 9: 
869-880 
Hardy CC, Robinson C, Tattersfield AE, & Holgate ST (1984) The bronchoconstrictor effect of 
inhaled prostaglandin D2 in normal and asthmatic men. NEnglJ Med 311: 209-213 
Ianaro A, Ialenti A, Maffia P, Pisano B, & Di Rosa M (2001) Role of cyclopentenone 
prostaglandins in rat carrageenin pleurisy. FEBS Lett 508: 61-66 
Ide T, Egan K, Bell-Parikh LC, & FitzGerald GA (2003) Activation of nuclear receptors by 
prostaglandins. Thromb Res 110: 311-315 
Ishizuka T, Matsui T, Okamoto Y, Ohta A, & Shichijo M (2004) Ramatroban (BAY u 3405): a 
novel dual antagonist of TXA2 receptor and CRTh2, a newly identified prostaglandin D2 receptor. 
Cardiovasc Drug Rev 22: 71-90 
Ito S, Narumiya S, & Hayaishi O (1989) Prostaglandin D2: a biochemical perspective. 
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 37: 219-234 
Jiang C, Ting AT, & Seed B (1998) PPAR-gamma agonists inhibit production of monocyte 
inflammatory cytokines. Nature 391: 82-86 
Lefkowitz RJ & Whalen EJ (2004) Beta-Arrestins: Traffic Cops of Cell Signaling. Curr Opin Cell 
Biol 16: 162-168 
Li L, Pettit AR, Gregory LS, & Forwood MR (2006) Regulation of bone biology by prostaglandin 
endoperoxide H synthases (PGHS): a rose by any other name.. Cytokine Growth Factor Rev 17: 
203-216 
Luttrell LM, Ferguson SS, Daaka Y, Miller WE, Maudsley S, Delia Rocca GJ, Lin F, Kawakatsu H, 
Owada K, Luttrell DK, Caron MG, & Lefkowitz RJ (1999) Beta-arrestin-dependent formation of 
beta2 adrenergic receptor-Src protein kinase complexes. Science 283: 655-661 
Matsumura H, Takahata R, & Hayaishi O (1991) Inhibition of sleep in rats by inorganic selenium 
compounds, inhibitors of prostaglandin D synthase. Proc Natl Acad Sci USAH8: 9046-9050 
Matsuoka T, Hirata M, Tanaka H, Takahashi Y, Murata T, Kabashima K, Sugimoto Y, Kobayashi 
T, Ushikubi F, Aze Y, Eguchi N, Urade Y, Yoshida N, Kimura K, Mizoguchi A, Honda Y, Nagai 
82 
H, & Narumiya S (2000) Prostaglandin D2 as a mediator of allergie asthma. Science 287: 2013-
2017 
McDonald PH, Chow CW, Miller WE, Laporte SA, Field ME, Lin FT, Davis RJ, & Lefkowitz RJ 
(2000) Beta-arrestin 2: a receptor-regulated MAPK scaffold for the activation of JNK3. Science 
290: 1574-1577 
Mifflin RC, Saada JI, Di Mari JF, Adegboyega PA, Valentich JD, & Powell DW (2002) Regulation 
of COX-2 expression in human intestinal myofibroblasts: mechanisms of IL-1-mediated induction. 
Am J Physiol Cell Physiol 282: C824-34 
Mohri I, Taniike M, Okazaki I, Kagitani-Shimono K, Aritake K, Kanekiyo T, Yagi T, Takikita S, 
Kim HS, Urade Y, & Suzuki K (2006) Lipocalin-type prostaglandin D synthase is up-regulated in 
oligodendrocytes in lysosomal storage diseases and binds gangliosides. JNeurochem 97: 641-651 
Molina-Holgado E, Ortiz S, Molina-Holgado F, & Guaza C (2000) Induction of COX-2 and PGE(2) 
biosynthesis by IL-1 beta is mediated by PKC and mitogen-activated protein kinases in murine 
astrocytes. Br J Pharmacol 131: 152-159 
Morita I, Schindler M, Regier MK, Otto JC, Hori T, DeWitt DL, & Smith WL (1995) Different 
intracellular locations for prostaglandin endoperoxide H synthase-1 and -2. J Biol Chem 270: 
10902-10908 
Murakami M, Kambe T, Shimbara S, & Kudo I (1999) Functional coupling between various 
phospholipase A2s and cyclooxygenases in immediate and delayed prostanoid biosynthetic 
pathways. J Biol Chem 274: 3103-3115 
Nagasaka T, Hiraide M, Sugimoto T, Shindo K, Shiozawa Z, & Yokota S (2004) Localization of 
lipocaline-type prostaglandin D synthase in rat brain: immunoelectron microscopic study. 
Histochem Cell Biol 121: 483-491 
Neuhaus EM, Mashukova A, Barbour J, Wolters D, & Hatt H (2006) Novel fonction of beta-
arrestin2 in the nucleus of mature spermatozoa. J Cell Sci 119: 3047-3056 
Pierroz DD, Rufo A, Bianchi EN, Glatt V, Capulli M, Rucci N, Cavat F, Rizzoli R, Teti A, 
Bouxsein ML, & Ferrari SL (2009) Beta-Arrestin2 regulates RANKL and ephrins gene expression 
in response to bone remodeling in mice. J Bone Miner Res 24: 775-784 
Qu WM, Huang ZL, Xu XH, Aritake K, Eguchi N, Nambu F, Narumiya S, Urade Y, & Hayaishi O 
(2006) Lipocalin-type prostaglandin D synthase produces prostaglandin D2 involved in regulation 
of physiological sleep. Proc Natl Acad Sci USA 103: 17949-17954 
Ram A, Pandey HP, Matsumura H, Kasahara-Orita K, Nakajima T, Takahata R, Satoh S, Terao A, 
& Hayaishi O (1997) CSF levels of prostaglandins, especially the level of prostaglandin D2, are 
correlated with increasing propensity towards sleep in rats. Brain Res 751: 81-89 
Ricote M, Li AC, Willson TM, Kelly CJ, & Glass CK (1998) The peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma is a negative regulator of macrophage activation. Nature 391: 79-82 
83 
Scott MG, Le Rouzic E, Perianin A, Pierotti V, Enslen H, Benichou S, Marullo S, & Benmerah A 
(2002) Differential nucleocytoplasmic shuttling of beta-arrestins. Characterization of a leucine-rich 
nuclear export signal in beta-arrestin2. J Biol Chem 277: 37693-37701 
Song X, Coffa S, Fu H, & Gurevich VV (2009) How does arrestin assemble MAPKs into a 
signaling complex? J Biol Chem 284: 685-695 
Takahata R, Matsumura H, Kantha SS, Kubo E, Kawase K, Sakai T, & Hayaishi O (1993) 
Intravenous administration of inorganic selenium compounds, inhibitors of prostaglandin D 
synthase, inhibits sleep in freely moving rats. Brain Res 623: 65-71 
Tanaka K, Ogawa K, Sugamura K, Nakamura M, Takano S, & Nagata K (2000) Cutting edge: 
differential production of prostaglandin D2 by human helper T cell subsets. J Immunol 164: 2277-
2280 
Tanaka T, Urade Y, Kimura H, Eguchi N, Nishikawa A, & Hayaishi O (1997) Lipocalin-type 
prostaglandin D synthase (beta-trace) is a newly recognized type of retinoid transporter. J Biol 
Chem 272: 15789-15795 
Ueno R, Honda K, Inoue S, & Hayaishi O (1983) Prostaglandin D2, a cerebral sleep-inducing 
substance in rats. Proc Natl Acad Sci USA 80: 1735-1737 
Urade Y & Eguchi N (2002) Lipocalin-type and hematopoietic prostaglandin D synthases as a novel 
example of functional convergence. Prostaglandins Other Lipid Médiat 68-69: 375-382 
Urade Y, Fujimoto N, & Hayaishi O (1985) Purification and characterization of rat brain 
prostaglandin D synthetase. J Biol Chem 260: 12410-12415 
Urade Y, Fujimoto N, Kaneko T, Konishi A, Mizuno N, & Hayaishi O (1987) Postnatal changes in 
the localization of prostaglandin D synthetase from neurons to oligodendrocytes in the rat brain. J 
BiolChem262: 15132-15136 
Urade Y & Hayaishi O (2000) Prostaglandin D synthase: structure and function. Vitam Horm 58: 
89-120 
Urade Y, Ujihara M, Horiguchi Y, Igarashi M, Nagata A, Ikai K, & Hayaishi O (1990) Mast cells 
contain spleen-type prostaglandin D synthetase. J Biol Chem 265: 371-375 
Vong L, Ferraz JG, Panaccione R, Beck PL, & Wallace JL (2010) A pro-resolution mediator, 
prostaglandin D2, is specifically up-regulated in individuals in long-term remission from ulcerative 
colitis. Proc Natl Acad Sci USA 
Wang Y, Tang Y, Teng L, Wu Y, Zhao X, & Pei G (2006) Association of beta-arrestin and TRAF6 
negatively regulates Toll-like receptor-interleukin 1 receptor signaling. Nat Immunol 7: 139-147 
84 
Supplementary material 
B 
Figure SI: Arr3 nuclear detection is specific 
(A) The anti-Arr3 monoclonal antibody was incubated with a blocking peptide/antibody 
ratio of 5:1 for 16 h prior to experiments. MG-63 cells were incubated with the blocking 
peptide/antibody mix (lower panel) or antibody alone (upper panel) and prepared for 
confocal microscopy as described in Material and Methods. Arr3 was visualized with 
Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG antibody. L-PGDS was revealed with anti-L-
PGDS polyclonal and Alexa Fluor 546-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (red, b and f). 
Overlays of staining patterns (c and g) and the corresponding pixel fluorograms (d and h) 
are shown. Scale bars, 10 |um. (B) MG-63 cells were transiently transfected with Arr3-
GFP and L-PGDS-HA constructs. Cells were then fixed and prepared as described in 
Materials and Methods. Arr3-GFP is shown in green while L-PGDS was visualized using 
anti-HA monoclonal and Alexa Fluor 546-conjugated anti-mouse IgG antibodies (red). 
Overlay of staining patterns (c) and the corresponding pixel fluorogram (d) are also shown. 
Scale bars, 10 jam. 
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DISCUSSION 
5.1 Préambule 
Récemment, les prostaglandines synthetases ont reçu beaucoup d'intérêt dans la 
communauté scientifique cherchant des traitements alternatifs et plus spécifiques que les 
inhibiteurs des COXs, connus pour engendrer des effets secondaires cardiovasculaires et 
gastro-intestinaux lorsqu'utilisés à long terme. Compte tenu que les principales maladies 
inflammatoires traitées avec ce type de médicaments sont dites chroniques, il est important 
de bien comprendre la régulation des synthetases afin de réussir à développer de nouveaux 
médicaments efficaces. Dans cette étude, nous avons identifié l'arrestine-3 comme premier 
partenaire d'interaction pour la L-PGDS, une prostaglandine D synthetase, et possible 
régulateur de celle-ci. 
5.2 L'interaction entre la L-PGDS et l'arrestine-3 peut être modifiée par des 
modulateurs de l'activité enzymatique 
Nous avons montré par des essais de co-immunuprécipitation et de micoscopie 
confocale que l'arrestine et la L-PGDS interagissent faiblement de façon basale dans les 
HEK 293, qui n'expriment pas de COXs (MURAKAMI et al., 1999). Cependant, en 
ajoutant le substrat des PGS, l'interaction est augmentée. Par contre, il est important de 
mentionner que ce substrat est utilisé à une concentration supraphysiologique, soit 5|iM, en 
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raison de sa grande instabilité. Bien que d'autres auteurs utilisent également de très fortes 
concentrations de PGH2 (SOMMER et al., 2003), l'interprétation de notre résultat peut 
s'avérer difficile. Pour appuyer celui-ci, nous observons l'effet contraire lorsque nous 
ajoutons le SeCU, qui inhibe plutôt spécifiquement l'activité enzymatique de la L-PGDS 
(MATSUMURA et al., 1991), dans les MG-63. En effet, en microscopie confocale, 
l'arrestine-3 semble être redistribuée dans le cytoplasme, alors que le signal nucléaire 
observé pour la L-PGDS devient plus diffus. Ces résultats suggèrent donc qu'inhiber ou 
activer la fonction enzymatique de la L-PGDS semblent affecter l'interaction entre la L-
PGDS et l'arrestine-3 provoquant une redistribution des protéines dans la cellule. 
5.3 L'arrestine-3 est importante pour la localisation périnucléaire de la L-
PGDS 
Suite à nos essais de microscopie confocale dans les MEFs, nous avons réalisé que la 
L-PGDS était concentrée dans la région nucléaire dans les MEFs de type sauvage tandis 
qu'elle était plus diffuse dans la cellule dans les MEFs déficientes en arrestines. Nous 
avons obtenu les mêmes essais en fractionnement cellulaire; nous avions plus d'arresine-3 
dans le cytoplasme des MEFs déficientes en arrestines que dans celui des MEFs de type 
sauvage. Étant donné que les COXs sont localisées au niveau du RE et de la membrane 
périnucléaire et que les PGS ont besoin de PGH2 produit par les COXs pour la production 
de PGs, nous avons pensé que l'arrestine-3 pourrait aider la localisation périnucléaire de la 
L-PGDS afin de se rapprocher des COXs. D'ailleurs, dans la littérature, il a été démontré 
que la H-PGDS transloquait du RE à la membrane périnucléaire suite à une stimulation 
avec le A23187, un ionophore qui stimule les PLA2 (UENO et al, 2001). En microscopie 
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confocale, nous avons observé que la co-expression d'arrestine-3 provoquait une 
augmentation de la co-localisation entre COX-2, qui est surtout périnucléaire, et L-PGDS. 
Nos résultats suggèrent donc que l'arrestine-3 favorise la localisation périnucléaire de la L-
PGDS pour une production de PGD2 plus efficace. Ces observations concordent avec 
l'augmentation de production de PGD2 médiée par la L-PGDS mesurée en présence 
d'arrestines. Cependant, le mécanisme exact de ce phénomène demeure toujours inconnu. 
5.4 La localisation de l'arrestine-3 est périnucléaire dans les MG-63 
Il est bien connu dans la littérature que l'arrestine-3 est localisée de façon 
prédominante dans le cytoplasme à cause de son NES riche en leucine situé en C-terminal 
(SCOTT et ai, 2002). Cependant, dans la lignée ostéoblastique MG-63, nous observons 
une surprenante localisation nucléaire de l'arrestine-3 endogène. La spécificité de cette 
localisation a été vérifiée à l'aide d'une transfection d'arrestine-3 ainsi qu'un peptide 
bloquant de l'anticorps anti-arrestine-3 utilisé. De plus, lorsque nous avons identifié la 
région en acides aminés 86 à 100 comme étant importante pour la liaison à la L-PGDS, 
nous avons également observé une faible interaction entre l'extrémité C-terminale de 
l'arrestine-3 et la L-PGDS. Il est possible que l'interaction entre les deux protéines masque 
le NES de l'arrestine-3, la gardant ainsi coincée au noyau. Il est intéressant de noter qu'une 
étude a démontré que l'arrestine-3 est localisée dans le noyau des spermatozoïdes matures 
(NEUHAUS et al, 2006). Il se peut également que la localisation nucléaire observée chez 
les MG-63, qui est différente dans les HEK 293, soit due au fait que les MG-63 produisent 
des prostaglandines de façon endogène, ce qui n'est pas le cas des HEK 293. Il est donc 
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tout à fait possible que l'arrestine-3 soit périnucléaire dans les MG-63. Il serait intéressant 
de regarder la localisation endogène de l'arrestine-3 dans d'autres cellules ostéoblastiques 
ou immunitaires produisant des prostaglandines et exprimant la L-PGDS. 
5.5 L'interaction entre l'arrestine-3 et la L-PGDS augmente la production de 
PGD2 médiée par la L-PGDS 
À l'aide d'un kit commercial, nous avons mesuré la production de PGD2 in vitro et 
en cellules. À l'aide de protéines purifiées, nous avons observé une augmentation de PGD2 
produite lorsque l'arrestine-3 est présente. De plus, les MEFs de type sauvage produisent 
plus de PGD2 que les MEFs déficientes en arrestines suite à l'ajout de substrat (PGH2) ou 
d'une stimulation à l'IL-ip. En synthétisant un peptide mimant la région d'interaction de 
l'arrestine-3 avec la L-PGDS, nous avons réalisé que celui-ci augmentait également la 
production de PGD2 in vitro et en cellules. Au début du projet, notre but était de réussir à 
trouver un peptide de l'arrestine-3 qui pourrait compétionner avec l'arrestine-3 présente 
dans la cellule et ainsi bloquer l'augmentation de PGD2 produite. Cependant, en fouillant 
dans la littérature, nous avons déniché plusieurs études qui attribuaient des propriétés anti-
inflammatoires à la PGD2. Par exemple, elle peut induire et maintenir la rémission de 
colites ulcéreuses (VONG et ai, 2010). De plus, la PGD2 est métabolisée en 15d-PGJ2 et 
autres cyclopentanones pouvant lier le facteur PPAR-y, connu pour être responsable de 
plusieurs effets anti-inflammatoires, notamment en freinant le système immunitaire 
(JIANG et ai, 1998; IDE et ai, 2003; SANDIG et al, 2007). Notre groupe de recherche a 
également montré un effet de la PGD2 dans l'anabolisme de l'os (GALLANT et ai, 2005; 
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GALLANT et al, 2010). Un peptide qui peut augmenter la production de PGD2 pourrait 
s'avérer être utile dans certains cas. La plupart des études traitant des prostaglandines 
synthetases exploitent la pochette catalytique des enzymes pour inhiber spécifiquement une 
prostaglandine. Notre étude pourrait donc ouvrir la voie pour identifier d'autres partenaires 
pour la L-PGDS ou encore, pour d'autres prostaglandines synthetases, ce qui pourrait 
mener à une nouvelle approche thérapeutique dans le développement de médicaments anti-
inflammatoires. 
5.6 Perspectives 
Un couplage fonctionnel entre les COXs et les PGs est souvent rapporté dans la 
littérature (CHANDRASEKHARAN et al., 2005; UENO et al., 2001). L'hypothèse qu'une 
protéine adaptrice favoriserait ce couplage est souvent sous-jacente. Toutefois, cette dite 
protéine demeure inconnue. Étant donné que nous avons observé par microscopie confocale 
que l'arrestine-3 semblait aider la localisation de la L-PGDS vers la membrane 
périnucléaire pour se rapprocher des COXs, qui leur fournissent le substrat pour la 
production de PGs, il serait intéressant de regarder par des essais de co-
immunoprécipitation si les COXs forment un complexe avec la L-PGDS et l'arrestine-3. Si 
un complexe protéique est formé, ceci pourrait aider à une meilleure compréhension des 
observations que nous avons faites durant l'étude et ainsi proposer un mécanisme d'action 
qui inclut les COXs. Ces essais sont présentement en cours dans le laboratoire du Pr Parent. 
Tel que mentionné dans l'article, nous avons identifié une région de 15 acides 
aminés sur l'arrestine-3 qui module la production de la PGD2 par la L-PGDS in vitro et en 
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cellules. Cependant, cette région est encore trop large pour pouvoir développer un peptide 
fonctionnel. À l'aide de mutations ponctuelles dans cette région, il serait intéressant de 
déterminer quel(s) acide(s) aminé(s) est responsable de ce phénomène. Étant donné que 
cette région (QAFPPTPNPPRPPTR) est riche en proline, mon premier réflexe serait de les 
muter, car celles-ci sont connues pour occasionner des changements structuraux dans la 
protéine. De plus, étant donné que nous avons détecté une augmentation de production de 
PGD2 in vitro pour deux peptides (Arr3 76-90 et Arr3 86-100) et que ces peptides se 
chevauchent, il serait logique de débuter notre essai avec un peptide qui contiendrait les 
acides aminés Arr3 86 à 90. Un tel peptide a déjà été synthétisé et la production de PGD2 in 
vitro avec celui-ci a déjà débuté. Des résultats préliminaires démontrent que ce peptide de 
six acides aminés est suffisant pour augmenter la production de PGD2 in vitro. Cette 
séquence pourrait donc aider l'élaboration d'un peptide cyclique fonctionnel et même 
mener au dépôt d'un brevet. 
Il serait également intéressant de faire le même exercice sur la L-PGDS, c'est-à-dire 
de déterminer sa région d'interaction avec l'arrestine-3 en procédant de la même façon 
qu'avec l'arrestine-3. Une région restreinte responsable de l'interaction pourrait également 
servir à développer des peptides cycliques afin de moduler l'interaction et donc la 
production de PGD2. En effet, une région minimale de six acides aminés serait suffisante 
pour qu'il y ait une cyclisation du peptide, ce qui permettrait d'accroître grandement sa 
stabilité. Des résultats préliminaires dans notre laboratoire démontrent que cette région 
d'intérêt serait située sur une hélice alpha de la L-PGDS. Il s'agirait donc d'une régulation 
allostérique de cette enzyme par l'arrestine-3. Cette région pourrait également interagir 
avec d'autres protéines modulatrices de la production de PGD2. Cette avenue est 
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grandement prometteuse et nous voulons effectuer d'autres essais de double hybride chez la 
levure afin de découvrir d'autres partenaires d'interaction pour la L-PGDS, mais aussi pour 
d'autres prostaglandines synthetases comme la mPGES-1 et la PGIS. 
De façon générale, il serait également important de comprendre comment la L-
PGDS est régulée. Il a été rapporté que la L-PGDS possède une haute affinité pour son 
produit, la PGD2, et peut le transporter dans le milieu extracellulaire (URADE et al, 2005). 
À quoi sert ce transport? Est-ce une auto-régulation négative de l'enzyme? Est-ce une façon 
de protéger la PGD2 de la dégradation? Est-ce que ce transport est dépendant de la 
stimulation des récepteurs de la PGD2? Ces questions nous intéressent grandement au 
laboratoire, puisque rien n'est connu à ce sujet. Toutes les informations collectées 
pourraient aider la communauté scientifique à mieux comprendre la régulation de la L-
PGDS. De plus, ces phénomènes observés chez la L-PGDS pourraient s'appliquer à 
d'autres prostaglandines synthetases. 
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CONCLUSIONS 
Les prostaglandines synthetases sont des enzymes cruciales dans la synthèse des 
prostaglandines. Elles représentent une cible thérapeutique potentielle plus spécifique que 
les inhibiteurs des COXs dans le traitement de maladies inflammatoires. Cependant, leurs 
mécanismes de régulation ainsi que leurs partenaires d'interaction demeurent jusqu'à ce 
jour inconnus. 
Notre étude démontre que l'identification d'un partenaire d'interaction d'une 
prostaglandine synthetase, la L-PGDS, et la caractérisation de cette interaction mènent à 
des avancées significatives dans la compréhension des mécanismes régulant cette famille 
d'enzyme. En plus de promouvoir nos connaissances fondamentales, cette approche ouvre 
la voie au développement de molécules pharmacologiques pouvant moduler l'activité des 
PGs synthetases. 
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